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Introducción 
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1. LA PIEL 
La piel, después del intestino, es el órgano más extenso del cuerpo. Tiene una extensión 
aproximada de 1,5 – 2 m2, que recubre la totalidad del organismo. Su espesor varía entre las 
distintas zonas del cuerpo y puede ir desde 0,5 mm en los párpados a 4 mm en los talones. 
Entre las numerosas funciones de este órgano podemos mencionar, 1) actúa como principal 
barrera fisicoquímica entre el medio interno y el externo; 2) participa del balance 
hidroelectrolítico y 3) regula la temperatura corporal (Chuong et al. 2002) (Bos 2005) 
(Fainboim & Geffner 2011). 
Estructuralmente está organizada en 3 capas bien diferenciadas, de distintos orígenes 
embriológicos: la epidermis, que deriva del ectodermo, la dermis y la hipodermis (tejido 
subcutáneo), que derivan del mesodermo. La piel presenta, además, una gran variedad de 
estructuras anexas (Figura 1). 
 
Figura 1. Estructura de la piel normal. Se visualizan las 3 capas de la piel con las 
estructuras presentes en cada una. Imagen adaptada de WebMD. 
 
1.1. Epidermis 
La epidermis es la capa más externa de la piel. Es un epitelio plano estratificado, 
formado principalmente por queratinocitos en diferentes estadios de maduración. Los 
queratinocitos representan más del 95% del total de las células de la epidermis, mientras que 
el 5% restante corresponde a melanocitos y células del sistema inmune. La epidermis, al igual 
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que el resto de los epitelios, no se encuentra vascularizada, por lo que debe recibir los 
nutrientes de las capas más internas de la piel (Nestle et al. 2009).  
La epidermis está organizada en 5 estratos diferentes del interior al exterior: el estrato 
basal, el estrato espinoso, el estrato granuloso, el estrato lúcido (sólo presente en la piel 
gruesa, como la de la planta de los pies) y el estrato córneo. Al mecanismo de diferenciación 
de la epidermis se lo conoce como cornificación. Es un proceso lento que transcurre en 
aproximadamente 2 semanas, que se da en las capas suprabasales de la epidermis, y que 
requiere de la expresión de ciertas proteínas (citoqueratinas) asociadas con procesos de 
diferenciación y reorganización de los lípidos. A medida que los queratinocitos se diferencian 
se vuelven metabólicamente inactivos, las organelas se degradan y el núcleo se cornifica y, 
finalmente, alcanzan un estado de células muertas aplanadas sin núcleo que contienen 
básicamente queratina asociada a otras proteínas de membrana (Natarajan et al. 2014) 
(Lippens et al. 2005) (Figura 2). 
 
Figura 2. Proceso de cornificación de la piel. Imagen adaptada de (Natarajan et al. 2014). 
 
A continuación se describen los diferentes tipos celulares presentes en la epidermis. 
 
1.1.1. Queratinocitos 
Los queratinocitos del estrato basal son células con capacidad de autorregenerarse y de 
diferenciarse, dando origen a todas las capas superiores de la epidermis, constituyendo así el 
nicho de células madre del epitelio. Intercalados entre las células basales se encuentran los 
melanocitos, células responsables de la pigmentación de la piel. A medida que comienza el 
proceso de diferenciación, los querarinocitos comienzan a replicarse activamente sintetizando 
diversas proteínas. Entre éstas, las queratinas poseen un rol fundamental en el mencionado 
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proceso de diferenciación. Los queratinocitos se encuentran unidos entre sí mediante uniones 
de tipo desmosomas, que en el estrato inmediatamente superior al basal le otorgan el aspecto 
espinoso a las células, razón por la cual recibe el nombre este estrato. Los queratinocitos del 
estrato granuloso se caracterizan por contener en su interior gránulos de queratohialina 
(precursor de la queratina) y por aumentar la síntesis de lípidos como las ceramidas, que serán 
secretados al espacio extracelular en la interfase con el estrato córneo, y luego de sufrir 
modificaciones, formarán una matriz lipídica. A continuación, se puede observar una zona de 
transición entre el estrato granuloso y el estrato córneo, que se conoce como estrato lúcido y 
existe solo en las zonas de piel gruesa. Finalmente, el estrato más externo de la epidermis lo 
constituye el estrato córneo, el cual se encuentra formado por varias capas de células muertas, 
planas, muy delgadas, llamadas corneocitos. Estas células están compuestas principalmente 
por queratina y se encuentran recubiertas por una cubierta lipídica. Las células de esta capa 
junto con los productos de secreción de las glándulas sebáceas y sudoríparas, forman una 
película superficial hidrolipídica de protección (Proksch et al. 2008) (Simpson et al. 2012) 
(Pappas 2009). 
 
1.1.2. Melanocitos 
Los melanocitos son células que se encuentran presentes en el estrato basal de la 
epidermis y alrededor de los folículos pilosos. Se caracterizan por presentar en su citoplasma 
gránulos llamados melanosomas en los que se almacena la melanina. Por cada 4 a 12 células 
basales hay un melanocito. Se encuentran en contacto directo con los queratinocitos a través 
de sus dendritas. El color de la piel está determinado por la actividad de los melanocitos 
(mediante enzimas que participan en la síntesis de melanina) y por la capacidad de estas 
células de transferir el pigmento a los queratinocitos. Los melanocitos emiten una 
prolongación capaz de penetrar en el citoplasma del queratinocito, lugar en el cual el 
melanosoma es degradado por los lisosomas, liberando así la melanina dentro del 
queratinocito (Cichorek et al. 2013). 
 
1.1.3. Células de Langerhans 
Las Células de Langerhans (CLs) se localizan en el estrato espinoso y presentan un 
aspecto dendrítico, con numerosas prolongaciones. Se caracterizan por poseer en su 
citoplasma gránulos específicos denominados cuerpos de Langerhans o gránulos de Birbeck, 
que se forman luego de la endocitosis de antígenos (Ags). Las CLs son células presentadoras 
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de Ags (CPA), capaces de captar y procesar Ags y presentarlos a los Linfocitos T (LT) luego 
de migrar a los ganglios linfático (Kaplan 2010) (Tay et al. 2014). 
 
1.1.4. Linfocitos intraepiteliales 
Los linfocitos intraepiteliales en humanos, constituyen un 2% del total de linfocitos de 
la piel, y en su mayoría son LT αβ CD8+. Por el contrario, en el ratón, los linfocitos presentes 
en la epidermis son exclusivamente LT γδ. Estos linfocitos participan de procesos de 
cicatrización de heridas y en la eliminación de células tumorales o infectadas por virus 
(Sumaria et al. 2011) (Tay et al. 2014). 
 
1.2. Dermis 
La dermis es la capa de tejido conectivo que se encuentra inmediatamente por debajo de 
la epidermis. Ambas capas se encuentran separadas entre sí por la membrana basal. La dermis 
está formada por una red de fibras elásticas y de colágeno, que aportan resistencia y 
elasticidad a la piel (Krieg & Aumailley 2011). 
La dermis está formada principalmente por fibroblastos, células encargadas de sintetizar 
las fibras y los componentes de la matriz extracelular, células del sistema inmune como 
linfocitos T colaboradores (LTh, del inglés helper), linfocitos T citotóxicos (LTc, del inglés 
citotoxic), LT γδ, mastocitos, macrófagos y células dendríticas (CDs). En la dermis se 
encuentran los vasos sanguíneos y linfáticos, las terminales nerviosas, los receptores de 
presión para el sentido del tacto (corpúsculos de Meissner), y los anexos cutáneos como ser 
los folículos pilosos, glándulas sudoríparas y glándulas sebáceas (Bos 2005) (Tay et al. 2014) 
Estructuralmente está constituida por 2 estratos: el estrato papilar y el estrato reticular. 
1.2.1. Estrato papilar 
Es la capa más superficial de la dermis, constituida por tejido conectivo laxo en el que 
las fibras de colágeno tipo III y elastina se disponen en forma perpendicular al epitelio, 
formando papilas que están en estrecha relación con la capa basal de la epidermis. Es una 
zona rica en vasos sanguíneos, que gracias a la disposición papilar favorece el intercambio de 
nutrientes con la epidermis. 
1.2.2. Estrato reticular 
Es la capa más profunda de la dermis, formada por tejido conectivo denso dispuesto en 
forma irregular pero compacta que aporta resistencia y elasticidad. Está compuesto por fibras 
gruesas de colágeno tipo I formando haces y fibras elásticas gruesas. Esta capa contiene los 
anexos cutáneos, los vasos sanguíneos y linfáticos y los nervios.  
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1.3. Hipodermis 
La hipodermis está constituida principalmente por adipocitos, células especializadas en 
la producción y almacenamiento de lípidos. Este conjunto de adipocitos aporta flexibilidad y 
deformabilidad, protegiendo al organismo de posibles impactos. Su espesor varía 
dependiendo de su localización anatómica, por ejemplo es delgada en la frente y más gruesa 
en las nalgas.  
Los principales componentes celulares de la piel se resumen en la Figura 3. 
 
 
Figura 3. Componentes celulares de la piel. Imagen adaptada de (Nestle et al. 2009). 
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2. RADIACIONES SOLARES 
La mayor parte de la energía que llega a nuestro planeta proviene del sol. Entre las 
radiaciones electromagnéticas emitidas por el sol y que llegan a la Tierra se encuentran los 
rayos infrarrojos cercanos, los rayos visibles y los rayos ultravioleta. La radiación infrarroja es 
un tipo de radiación electromagnética de mayor longitud de onda que la visible (entre 700 y 
1000 nm) y es la parte del espectro electromagnético que percibimos como calor. La luz 
visible abarca longitudes de onda entre 400 y 700 nm y es el tipo de radiación que puede ser 
percibida por el ojo humano. La radiación ultravioleta (RUV) tiene una longitud de onda 
menor que la de la luz visible pero mayor que la de los rayos X, abarcando un rango entre 100 
y 400 nm. La RUV se divide en 3 componentes: UVA (entre 315 y 400 nm), UVB (entre 280 
y 315 nm) y UVC (entre 100 y 280 nm). En la Figura 4 se ilustra el espectro electromagnético 
emitido por el Sol. 
 
 
 
Figura 4: Espectro electromagnético emitido por el Sol donde se destaca la composición de 
las radiaciones ultravioleta. 
 
2.1. La Radiación Ultravioleta y el Ozono estratosférico 
El oxígeno y el ozono estratosféricos absorben entre el 97 y 99 % de las radiaciones en 
el rango de 150 a 300 nm provenientes del sol. De esta manera, los rayos UVC son 
completamente absorbidos y no llegan a la superficie terrestre. Más de un 95% de los rayos 
UVB también son absorbidos, mientras que sólo un pequeño porcentaje de los mismos (< 5%) 
y la totalidad de los rayos UVA alcanzan la superficie terrestre (Rehfuess 2002). 
Los niveles de RUV que llegan a la superficie terrestre dependen de varios factores, 
entre los más importantes se encuentran: 
 Posición geográfica: dependiente de la latitud terrestre, cuanto más cerca del 
Ecuador mayor incidencia de RUV. 
 Nubes: la presencia de las nubes produce el fenómeno de dispersión de los rayos. 
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 Ozono: este gas se encuentra naturalmente en la estratósfera, formando la capa de 
Ozono. La RUV menor a 290 nm es responsable de la formación y destrucción del ozono, en 
un proceso reversible. Por un lado, por acción de la RUVC las moléculas de oxígeno 
molecular (O2) se disocian en dos átomos de oxígeno altamente reactivo, capaces de 
reaccionar con otra molécula de O2 formando así el ozono. Por otro lado, la RUVB participa 
del proceso de destrucción del ozono, permitiendo que se desprenda de la molécula de ozono 
un átomo de oxígeno. El proceso cíclico de formación y destrucción del ozono se lo denomina 
ciclo de Chapman (Figura 5). Es de esta manera que el ozono actúa como un filtro que 
absorbe la energía de las radiaciones evitando que lleguen a la superficie terrestre.  
 
Figura 5. Ciclo de Chapman: reacciones no catalíticas de formación y destrucción del 
ozono.  
 
2.1.1. Agujero de Ozono 
La mayor concentración de ozono se alcanza entre los 15 y 40 Km, en la estratósfera, 
constituyendo la denominada capa de Ozono. Contiene aproximadamente el 90% del ozono 
atmosférico. En condiciones de presión del aire a nivel del mar esta capa tendría 3 mm de 
espesor. En la década del 80´ investigadores expertos en el área empezaron a recibir evidencia 
del deterioro de la capa de ozono (Figura 6).  
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Figura 6. Imagen satelital comparativa de la capa de ozono en Septiembre de 1984 y 
Septiembre de 2014. Imagen adaptada de  http://ozonewatch.gsfc.nasa.gov/ 
 
Este deterioro de la capa de Ozono se atribuye, principalmente, al incremento del uso de 
sustancias oxidantes como los hidrocarburos clorados, compuestos de nitrógeno y flúor, entre 
otros. A este conjunto de productos químicos se los denomina clorofluorocarbonos (CFC´s) y 
se utilizan en refrigeración, aires acondicionados, aerosoles, solventes industriales y 
agroquímicos, entre otros.  
Como consecuencia del deterioro de la capa de ozono, un mayor porcentaje de RUVB 
llega a la superficie terrestre siendo capaz de ejercer efectos nocivos sobre las células 
expuestas. La RUVA, al no ser filtrada por los gases atmosféricos, llega en su totalidad a la 
superficie terrestre; sin embargo, es menos activa fotoquímicamente y, por lo tanto, menos 
nociva. 
 
2.2. Efectos de la radiación ultravioleta sobre las células de la piel en las que impacta 
Dependiendo de la longitud de onda, la RUV es capaz de penetrar la piel de manera 
diferente. La RUVA, de longitud de onda más larga, es capaz de penetrar la piel hasta la 
dermis profunda. Por el contrario, la RUVB es absorbida prácticamente en su totalidad por la 
epidermis, penetrando en la dermis en mínimos porcentajes (Rehfuess 2002) (Figura 7). 
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Figura 7. Nivel de penetración de las diferentes radiaciones UV en la piel. Sólo las 
radiaciones UVA y UVB alcanzan la piel, siendo la primera más penetrante.  
 
 
2.2.1. Radiaciones UVA 
A pesar de ser más penetrantes que los rayos UVB, los rayos UVA son menos nocivos. 
Cuando los rayos UVA inciden sobre la piel son capaces de generar especies reactivas del 
oxígeno y nitrógeno que generan modificaciones en las proteínas, lípidos y ADN. El daño al 
ADN lo producen mediante 2 mecanismos diferentes que se describen a continuación: un 
primer mecanismo indirecto de fotosensibilización y un segundo mecanismo directo, por 
absorción de los fotones por parte del ADN (Svodobova et al. 2006) (Cadet et al. 2012). 
a) Mecanismo de fotosensibilización: es un proceso por el cual una alteración 
fotoquímica o fotofísica ocurre en una entidad molecular como resultado de la absorción 
inicial de la radiación por parte de otra entidad molecular llamada fotosensibilizador. Cuando 
los rayos UVA inciden sobre ciertos cromógenos endógenos (fotosensibilizadores) como las 
riboflavinas, porfirinas, ciertas vitaminas, triptófano, la melanina, entre otros, le transfieren su 
energía llevando al fotosensibilizador a estados de excitación diferenciales, dependiendo de la 
naturaleza de los mismos.  
Posteriormente, esa energía es finalmente transferida al ADN, en presencia del oxígeno, 
generando daño oxidativo. Dependiendo del estado de excitación alcanzado por los 
fotosensibilizadores, se pueden generar diferentes fotoproductos, de los cuales el principal es 
la 8-oxo-7,8-dihidroguanidina (8-oxo-Guanina). 
 
b) Mecanismo directo de absorción del ADN: La RUVA es capaz de generar daño 
directo en el ADN mediante la absorción de los fotones por las bases. El principal producto 
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producido son los dímeros de ciclobutano pirimidina (CPD, del inglés ciclobutane pirimidin 
dimmer). El mecanismo de formación se explicará en el punto 2.2.2. 
 
2.2.2. Efectos de la radiación UVB sobre las células expuestas 
2.2.2.1. Efectos de la RUVB sobre el ADN 
Los rayos UVB pueden ser absorbidos directamente por dos pirimidinas adyacentes, 
generando daños genotóxicos. Ejercen su efecto principalmente en la capa basal de la 
epidermis. Los dos tipos de fotoproductos que se forman son CPD y 6,4-pirimidina-
pirimidona (6,4-PP); generándose en ambos casos un enlace covalente entre las bases de 
pirimidinas adyacentes (Svodobova et al. 2006)(Cadet et al. 2012). 
Los CPDs se producen en mayor cantidad que los 6,4-PPs y son más estables ya que la 
estructura tridimensional formada en los 6,4-PPs es de mayor tamaño. De esta manera, los 
6,4-PPs son más fácilmente reparados por los sistemas de reparación del ADN. Como 
consecuencia de la formación de estos fotoproductos, se produce una distorsión en la hebra de 
ADN que origina una estructura tridimensional localmente incompatible con el giro de esta 
macromolécula, lo que imposibilita a la ADN-polimerasa realizar el proceso correcto de 
replicación.  
Existen sistemas de reparación capaces de detectar los cambios producidos y restituir la 
hebra normal. El más comúnmente usado por las células de la piel es el sistema de reparación 
por escisión de nucleótidos. La zona del ADN lesionada es reconocida, se produce el 
desenrollamiento de la hebra en la cercanía de la lesión, se cortan los extremos de la hebra y 
se elimina el segmento de ADN dañado. Por último, utilizando como molde la hebra 
complementaria, se sintetiza correctamente la hebra dañada. Cuando estos mecanismos no son 
eficientes en la reparación de las lesiones, se producen mutaciones, entre las cuales las más 
comunes se dan por transiciones C  T y CC  TT. Este tipo de mutaciones son producidas 
específicamente por la RUV. Sin embargo, existen otros mecanismos que impiden que estas 
mutaciones se transmitan a células hijas. Estos mecanismos consisten en el arresto del ciclo 
celular en la fase G1/S (antes de la replicación del ADN) y/o en la fase G2/M (antes de la 
segregación de los cromosomas), o bien, en la inducción de apoptosis de las células dañadas.  
La RUV es capaz de regular la expresión de numerosos genes involucrados en el ciclo 
celular. Entre ellos encontramos al gen p53, que juega un rol muy importante en el control del 
ciclo celular. El aumento de la expresión de la proteína p53 induce el arresto del ciclo celular 
en la fase G1, lo que permite la reparación del daño antes de la replicación del ADN. Sin 
embargo, cuando el daño es muy severo, la proteína p53 activa genes pro-apoptóticos, como 
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los genes Bax, Fas/Apo1, DR5 e IGF-BP3, o bien, regula negativamente la expresión de 
genes anti-apoptóticos como los genes Bcl-2 y c-IAP2. Cuando las mutaciones ocurren en el 
gen p53, no hay arresto del ciclo celular ni inducción de apoptosis y se produce la 
proliferación anormal de las células, llevando con el tiempo a un proceso de carcinogénesis 
(Matsumura & Ananthaswamy 2002). Las funciones de p53 se resumen en la Figura 8. 
 
Figura 8. El rol de p53 en el arresto del ciclo celular, la reparación del ADN y la 
apoptosis. Como consecuencia de la exposición a la RUV se producen lesiones en el ADN, 
que normalmente son reparadas por los sistemas de reparación presentes en las células. Sin 
embargo, algunas células no logran solucionar el problema y mantienen la mutación. Las 
células de la piel son capaces de prevenir ese daño producido en el ADN de diferentes 
maneras. a) Mediante la acumulación de la proteína p53. b) p53 induce la expresión de la 
proteína p21, llevando al arresto del ciclo celular. c) La célula arrestada dispone del tiempo 
necesario para que se lleven a cabo los mecanismos de reparación del ADN y las células 
proliferen de manera normal. d) Si el daño producido por la RUV es muy severo y no puede 
ser reparado, se activan los mecanismos pro-apoptóticos con el fin de eliminar la célula 
dañada. e) Si no logra repararse la lesión en el ADN, por ejemplo debido a mutaciones en el 
gen de p53, se produce la proliferación anormal de la célula, que a largo plazo culmina en 
un proceso carcinogénico. f) p53 puede inducir la expresión de proteínas pro-apoptóticas o 
reducir la expresión de proteínas anti apoptóticas. Si por algún motivo no se produce la 
apoptosis, por mutación en p53 o desregulación en la interacción Fas/FasL, esto también 
puede llevar a un proceso carcinogénico. g) p53 presenta actividad de supresor tumoral. 
Esta actividad puede ser inhibida por la proteína Mdm2, que induce la rápida degradación 
de p53. El gen que codifica para Mdm2 es activado por la propia p53, a modo de 
proporcionar una autorregulación de su expresión. Imagen adaptada de (Matsumura & 
Ananthaswamy 2002). 
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2.2.2.2. Efectos de la RUVB sobre el ácido urocánico 
El ácido urocánico (UCA, del inglés urocanic acid) se produce en el estrato córneo de la 
piel como isómero trans, a partir de histidina. Como la piel carece de la enzima necesaria para 
su degradación, luego de producirse se acumula. El trans-UCA es considerado la principal 
molécula capaz de absorber la RUV en la piel. La RUVB produce la fotoisomerización del 
trans-UCA a cis-UCA. El rango de RUVB más eficiente en la isomerización es de 280 a 310 
nm, con un pico de efectividad en los 300 nm. El cis-UCA es un mediador clave en la 
inmunosupresión inducida por UV (Gibbs et al. 2008). El detalle de su mecanismo de acción 
se describirá en el apartado 4.2. 
 
3. SISTEMA INMUNE 
3.1. Generalidades 
Históricamente, el término inmunidad significó protección frente a enfermedades, y más 
específicamente frente a enfermedades infecciosas. Sin embargo, hoy sabemos que el 
concepto de inmunidad no solo abarca la función de defensa frente a microorganismos, sino 
también otras funciones como el rechazo de trasplantes, control del desarrollo de células 
tumorales, enfermedades autoinmunes, fenómenos de tolerancia, entre otras. Podemos definir 
al Sistema Inmune como el conjunto de células y moléculas que se encuentran circulando en 
sangre u otros fluidos, o que están presentes en los tejidos, y que son responsables de conferir 
inmunidad (Fainboim & Geffner 2011). 
La defensa contra los microorganismos ocurre gracias a la acción integrada de la 
inmunidad innata y la adaptativa.  
 
3.2. Inmunidad Innata 
La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa del organismo contra 
agentes infecciosos, impidiendo, controlando o eliminando la infección. La mayoría de los 
agentes infecciosos ingresan, principalmente, a través de los epitelios que recubren los 
aparatos respiratorio, digestivo y genitourinario y, en segundo lugar, a través de la piel. Estos 
epitelios representan la primera barrera de protección frente al ingreso de microorganismos. 
Cuando estas barreras son superadas, la inmunidad innata monta una respuesta rápida, 
activando diferentes mecanismos, cuya naturaleza dependerá del microorganismo invasor.  
La inmunidad innata se caracteriza por su rapidez, apareciendo a las pocas horas o días 
de iniciado el proceso infeccioso. Casi siempre logra erradicar la infección, pero si no es 
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capaz de eliminar al agente infeccioso intentará contenerlo hasta que se active y ejecute la 
respuesta adaptativa. 
 
3.2.1. Componentes humorales de la inmunidad innata 
3.2.1.1.  Citoquinas 
Las citoquinas son proteínas secretadas por las células de la inmunidad innata y 
adaptativa, y son capaces de mediar muchas de sus funciones. Algunas citoquinas son 
producidas constitutivamente por las células, mientras que otras se sintetizan de novo o 
aumentan su expresión en respuesta a estímulos. Las citoquinas presentan la capacidad de 
actuar sobre diferentes tipos celulares (pleiotropismo), y de esta manera, median diferentes 
efectos biológicos. A su vez, múltiples citoquinas pueden ejercer el mismo efecto 
(redundancia) (Abbas et al. 2012) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Principales citoquinas producidas durante la respuesta inmune innata. Adaptada 
de (Abbas et al. 2012). 
CITOQUINA TAMAÑO (kDa) 
CÉLULAS 
PRODUCTORAS 
CÉLULA U ÓRGANO BLANCO / 
MECANISMO EFECTOR 
IL-1 17 (monómero) 
Macrófagos 
Células endoteliales 
Células epiteliales 
Células endoteliales: activación 
(inflamación, coagulación). 
Hipotálamo: fiebre. 
Hígado: síntesis de proteínas de fase 
aguda. 
TNF-α 17 (homotrímero) Macrófagos 
Células endoteliales: activación 
(inflamación, coagulación). 
Neutrófilos: activación. 
Hipotálamo: fiebre. 
Hígado: síntesis de proteínas de fase 
aguda. 
IL-6 26 (homodímero) 
Macrófagos 
Células endoteliales 
Hígado: síntesis de proteínas de fase 
aguda. 
IL-18 17 (monómero) Macrófagos Linfocitos NK: síntesis de IFN-γ 
IL-12 35-40 (heterodímero) 
Macrófagos 
Células dendríticas 
Linfocitos T: diferenciación a TH1. 
Linfocitos NK y T: síntesis de IFN-γ 
IFN de tipo I 
IFN-α: 15-21 
(homodímero) 
IFN-β: 20-25 
(homodímero) 
IFN-α: Macrófagos 
IFN-β: Fibroblastos 
Todas las células: estado antivírico, 
aumentan la expresión de CMH-I. 
Linfocitos NK: activación. 
IL-10 18 (homodímero) Macrófagos 
Macrófagos y Células dendríticas: 
disminuye IL-12. 
IL-23 19-40 (heterodímero) 
Macrófagos 
Células dendríticas 
Linfocitos T: aumenta producción IL-
17. 
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3.2.1.2. Quemoquinas 
Las quemoquinas son un subgrupo de citoquinas (más de 50 en humanos) conocidas 
como citoquinas quimioatractantes, que presentan como principal función biológica estimular 
el reclutamiento de los leucocitos hacia aquellas zonas donde se están produciendo, y de esta 
manera, regulan el tráfico celular.  
Estructuralmente, la quemoquinas son polipéptidos de 8 a 12 kDa, que se clasifican en 
distintas familias dependiendo del número y localización de los residuos de cisteína en el 
extremo N-terminal. De esta manera podemos encontrar la familia de quemoquinas CC, en la 
que los residuos de cisteína están juntos, y la familia CXC, en la que los residuos están 
separados por un aminoácido. En los procesos inflamatorios, las quemoquinas CC actúan 
fundamentalmente sobre los monocitos, mientras que la familia CXC actúa sobre los 
neutrófilos (Matsushima et al. 2011) (Proudfoot et al. 2011) (Figura 9). 
 
 
Figura 9. Principales receptores de quemoquinas presentes en neutrófilos, monocitos y 
linfocitos. Para cada uno se representa la/s quemoquinas específica/s. LT CM: Linfocito T 
de memoria central. Adaptado de (Matsushima et al. 2011). 
 
3.2.1.3. Péptidos antimicrobianos 
Los péptidos antimicrobianos (AMPs, del inglés Anti-microbial Peptides) son 
polipéptidos pequeños que presentan un tamaño entre 12 y 50 aminoácidos. Estructuralmente 
se caracterizan por poseer carga positiva y ser anfipáticos. La expresión de los AMPs difiere 
dependiendo de la célula y el tipo de tejido, pero en la mayoría de los casos se co-expresan y 
actúan en conjunto. 
Las dos principales familias de AMPs son las Defensinas y las Catelicidinas.  
Las Defensinas son péptidos catiónicos que presentan una estructura de hoja-β plegada, 
carecen de glicosilaciones o acilaciones en sus cadenas laterales y presentan 6 residuos de 
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cisteínas altamente conservados que forman 3 pares de puentes disulfuros intramoleculares. 
Dependiendo de la conexión entre los 6 residuos de cisteínas, las defensinas se clasifican en α 
y β-defensinas (α y β-Def). Son producidas como precursores inactivos y se activan mediante 
un proceso proteolítico. Las α-Def se encuentran principalmente en los gránulos de los 
neutrófilos y en las células de Paneth, mientras que las β-Def son sintetizadas por varios tipos 
celulares como ser las células epiteliales y las células monocucleares de sangre periférica 
(Ganz 2003)(Bowdish et al. 2006) (Afshar & Gallo 2013). 
Las Catelicidinas son péptidos que presentan una estructura de α-hélice. Son 
producidos, al igual que las defensinas, como precursores inactivos que se activan por clivaje 
proteolítico. Son sintetizadas por numerosos tipos celulares, entre ellos los queratinocitos, los 
neutrófilos y los mastocitos. 
El mecanismo de acción antimicrobiano se basa en una disrupción de la membrana 
celular del microorganismo con la consecuente muerte. La forma en la que se perturba la 
bicapa lipídica depende de cada AMP y los mecanismos son diferentes. Los AMPs catiónicos 
son atraídos por las cargas negativas de los polisacáridos capsulares que se encuentran unidos 
a los fosfolípidos de la membrana celular, como el lipopolisacárido (LPS) en las bacterias 
Gram-negativas y el ácido teicoico, el ácido lipoteicoico (LTA, del inglés Lipoteichoic Acid) 
y el lisilfosfatidilinositol en las bacterias Gram-positivas. Una vez que el péptido accede a la 
membrana citoplasmática, interactúa con la bicapa lipídica, generando un desplazamiento de 
los lípidos, alterando la estructura de la membrana y finalmente, produciendo un poro por el 
que difunden libremente agua y electrolitos (Afshar & Gallo 2013). 
 
3.2.2. Componentes celulares de la inmunidad innata 
Las principales células efectoras de la inmunidad innata son aquellas que se producen 
en médula ósea, circulan por la sangre y migran hacia los tejidos. Entre ellas podemos 
mencionar a los neutrófilos, monocitos (que en tejido se diferencian a macrófagos), CDs y 
NK. 
3.2.2.1. Neutrófilos  
Los neutrófilos presentan propiedades migratorias que les permiten reclutarse 
masivamente al foco de infección en unas pocas horas. Son capaces de reconocer al 
microorganismo y gracias a su capacidad fagocítica pueden endocitarlo rápidamente y 
destruirlo en segundos. Los neutrófilos presentan en su citoplasma distintos tipos de gránulos 
que se clasifican dependiendo de la presencia de mieloperoxidasa (MPO), en MPO positivos 
(gránulos azurófilos) o negativos (gránulos específicos). Los primeros contienen defensinas, 
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lisozima, proteína incrementadora de la permeabilidad bacteriana (BPI), elastasa, catepsina G 
y estearasas, mientras que los segundos presentan catelicidinas, lisozima, lactoferrina, 
proteína de unión a la vitamina B12, activador del plasminógeno y colagenasa (Kubes 
2013)(Fainboim & Geffner 2011)(Abbas et al. 2012). 
  
3.2.2.2. Monocitos / Macrófagos 
Los monocitos son células que circulan por la sangre y una vez que llegan a los tejidos 
maduran y se diferencian a macrófagos. Durante una infección los macrófagos son reclutados 
rápidamente al foco infeccioso, pero a diferencia de los neutrófilos su supervivencia es mucho 
mayor. En condiciones normales los macrófagos residen en el tejido conjuntivo subepitelial, 
en el intersticio de los órganos parenquimatosos, en el revestimiento de los sinusoides 
vasculares del hígado y en el bazo y los senos linfáticos de los ganglios linfáticos. De esta 
manera, los macrófagos se sitúan estratégicamente en aquellas zonas por donde pueden 
penetrar los microorganismos. Los macrófagos presentan una alta capacidad fagocítica y 
microbicida. Al activarse son capaces de secretar numerosas citoquinas: a) citoquinas que 
median respuestas inflamatorias locales y sistémicas: IL-1, TNF-α e IL-6, b) citoquinas que 
favorecen el reclutamiento de leucocitos a la zona de inflamación: quemoquinas, c) citoquinas 
que inducen la proliferación o diferenciación de precursores leucocitarios en médula ósea: G-
CSF, M-CSF, GM-CSF, y d) citoquinas con actividad antiinflamatoria: IL-10 y TGF-β. 
 
3.2.2.3. Linfocitos Natural Killer  
Los linfocitos NK (NK) constituyen una subpoblación de linfocitos cuya principal 
función radica en la defensa frente a infecciones producidas por virus y algunos otros 
microorganismos intracelulares. Los linfocitos NK producen grandes cantidades de IFN-γ, y 
de esta manera, activan a los macrófagos potenciando su capacidad microbicida. 
 
3.2.2.4. Células Dendríticas 
Las CDs son células especializadas en la captura, procesamiento y presentación del 
antígeno a las células T y juegan un rol primordial en el inicio de la respuesta inmune 
adaptativa. Están presentes, al igual que los macrófagos, en los epitelios de la piel y de los 
aparatos digestivo y respiratorio, en la mayor parte de los órganos parenquimatosos y en los 
órganos linfáticos, sitios a través de los cuales pueden ingresar los microorganismos. Las CDs 
inmaduras expresan receptores de reconocimiento de patrones (RRP), y de esta manera 
reconocen a los microorganismos y los fagocitan. La principal diferencia entre las CDs y los 
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macrófagos reside en la capacidad migratoria que presenta la CD. Al activarse, la CD pierde 
su adhesión a los epitelios o tejidos donde se encuentre, migra por vía linfática y comienza a 
expresar el receptor de quemoquinas CCR7, que es específico para quemoquinas que se 
producen en las zonas T de los órganos linfáticos secundarios. La CD es la única CPA capaz 
de migrar desde la periferia (zona de reconocimiento y captación del antígeno) hacia los 
órganos linfáticos secundarios, sitio donde ocurre la presentación antigénica y activación de 
los LT vírgenes. Durante su migración a los órganos linfáticos drenantes, las CDs maduran 
para hacerse más eficientes en la presentación antigénica. Así, aumentan la expresión de 
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y de clase I (CMH-II, CMH-
I, respectivamente) y moléculas co-estimulatorias (por ejemplo, B7) (Fainboim & Geffner 
2011) (Abbas et al. 2012). 
Las respuestas funcionales de los fagocitos requieren el reconocimiento de los 
microorganismos, fagocitosis y destrucción de los microorganismos ingeridos.  
 
3.2.3. Reconocimiento de los microorganismos. Receptores de la inmunidad innata 
Las células de la inmunidad innata son capaces de reconocer estructuras conservadas en 
los microorganismos conocidas como patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, 
del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns). Los PAMPs presentan las siguientes 
características: 1) son moléculas presentes o sintetizadas por los microorganismos, pero no 
por el huésped; 2) son compartidos por diferentes microorganismos y 3) son esenciales para la 
supervivencia o la patogenicidad de los microorganismos. Como ejemplos de PAMPs se 
pueden mencionar: ácidos nucleicos que son exclusivos de los microorganismos (ARN 
bicatenario en los virus, secuencias de ADN CpG no metiladas en bacterias), proteínas con 
características diferenciales (N-formilmetionina de proteínas bacterianas), y lípidos y glúcidos 
complejos que sintetizan los microorganismos pero no las células de mamíferos (LPS en las 
bacterias Gram - negativas, LTA en las bacterias Gram - positivas). 
A su vez, el sistema inmune innato puede reconocer moléculas endógenas que son 
producidas o liberadas por células dañadas o en proceso de muerte. Estas sustancias se 
conocen como patrones moleculares asociados a la lesión (DAMPs, del inglés Damage 
Associated Molecular Patterns). Los DAMPs se producen como resultado del daño celular 
causado durante una infección, así también como consecuencia de una lesión estéril de células 
causada por toxinas químicas, quemaduras, traumatismos, entre otras (Mogensen 
2009)(Kawai & Akira 2010). 
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El mecanismo de reconocimiento de los PAMPs y DAMPs por parte de las células del 
sistema inmune innato se da a través de la presencia de RRP. Estos receptores se expresan en 
la membrana plasmática, en la membrana de los endosomas o en el citoplasma de varios tipos 
celulares: células fagocíticas (neutrófilos y macrófagos), CDs, células epiteliales, entre otras. 
Como ejemplos de los RRP existentes se mencionan los siguientes: 
 Receptores de tipo NOD (NLR, del inglés nucleotide-binding and 
oligomerization domain-like Receptors), que una vez activados inducen la formación de 
inflamosomas, llevando a la producción de citoquinas, quemoquinas y productos 
antimicrobianos. 
 Receptores de tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like Receptors): 
Estructuralmente, los TLRs son glicoproteínas que se caracterizan por presentar un 
dominio extracelular rico en repeticiones del aminoácido leucina, que constituye el sitio de 
unión a los microorganismos, y un dominio citoplasmático de señalización que presenta 
homología al receptor de IL-1 (TIR). La interacción del PAMP con el TLR induce la 
oligomerización del receptor desencadenando una cascada de señalización intracelular (Wang 
et al. 2014). 
Según su ubicación celular podemos clasificar a los TLRs en aquellos receptores que se 
ubican en la membrana citoplasmática (TLR 1, 2, 4, 5, 6 y 10), y aquellos que se encuentran 
en la membrana de endosomas, en el interior de la célula (TLR 3, 7, 8 y 9). 
Debido al pequeño repertorio de TLRs disponibles para reconocer una cantidad muy 
grande de combinaciones posibles de PAMPs, cada TLR debe poder detectar y responder a un 
gran número de patógenos, abarcando bacterias, hongos, protozoos y virus. Es así como 
podemos clasificar a los TLRs por las estructuras que reconocen, según se ilustra en la Figura 
10. 
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Figura 10. Reconocimiento de PAMPs presentes en diferentes tipos de 
microorganismos. Los virus, las bacterias, los hongos y los protozoos presentan 
numerosos PAMPs diferentes, muchos de los cuales se comparten entre los distintos 
microorganismos. Los principales PAMPs son los ácidos nucleicos (ADN, ARNsc y 
ARNdc), glicoproteínas (GP) de superficie, lipoproteínas (LP) y componentes de 
membrana (peptidoglicano [PG], Ácido lipoteicoico ([LTA], Lipopolisacárido [LPS] y 
anclas de glicosil fosfatidil inositol [GPI]). Estos PAMPs son reconocidos por diferentes 
familias de RRPs. Figura adaptada de (Mogensen 2009). 
 
Una vez producido el reconocimiento del PAMP por parte del TLR se produce la 
oligomerización del receptor produciéndose así el acercamiento de los dominios 
citoplasmáticos TIR. De esta manera se activa una cascada de señalización intracelular, 
mediada inicialmente por una familia de moléculas adaptadoras que determinan, en parte, la 
especificidad de la respuesta. Las principales moléculas adaptadoras son la proteína de 
respuesta a la diferenciación mieloide 88 (MYD 88), las moléculas adaptadoras asociadas a 
los TLRs (TIRAP y TRIF) y la molécula adaptadora de TRIF, TRAM. Estas moléculas 
adaptadores se combinan de diferentes formas. Una vez reclutadas las moléculas adaptadoras 
al dominio citoplasmático del TLR, se activan diferentes vías de señalización, que se 
clasifican en vías dependientes o independientes de MYD88. En general, estas vías incluyen 
procesos de fosforilación, ubiquitinización e interacciones proteína-proteína, que culminan en 
la activación de diferentes factores de transcripción que regulan la expresión de genes 
involucrados en respuestas inflamatorias y antimicrobianas (Mogensen 2009)(Kumar et al. 
2011)(Wang et al. 2014) (Figura 11).  
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Figura 11. TLRs y sus dominios TIR. Los TLR1/2 y TLR2/6 usan la vía de señalización 
dependiente de MYD88, en la que intervienen MYD88 y Mal como proteínas adaptadoras. 
El TLR3 activa la vía de señalización intracelular independiente de MYD88, la cual usa 
como molécula adaptadora a TRIF. En el caso del TLR4 intervienen 4 moléculas 
adaptadoras diferentes: MYD88, Mal, TRIF y TRAM, mientras que los TLR5, 7, 8 y 9 
utilizan a MYD88 como única molécula adaptadora. La molécula adaptadora SARM 
funciona como un regulador negativo de TRIF. La vía se señalización dependiente de 
MYD88 conduce a la producción de citoquinas pro-inflamatorias, mientras que la vía de 
señalización independiente de MYD88 estimulan la producción de interferones de tipo I. 
Figura adaptada de (Mogensen 2009). 
 
3.2.4. Fagocitosis 
Una vez que las células fagocíticas reconocen al agente infeccioso, la unión al 
microorganismo induce la extensión de seudópodos que envuelven a la partícula y la 
incorporan en su interior en vacuolas fagocíticas. Al unirse los lisosomas a los fagosomas, se 
forman fagolisosomas en los cuales se llevan a cabo los mecanismos microbicidas citotóxicos 
de eliminación del microorganismo. 
  
3.2.4.1. Mecanismos microbicidas de eliminación de los microorganismos 
Existen dos mecanismos microbicidas: a) mecanismos dependientes del oxígeno y b) 
mecanismos mediados por acción de péptidos antimicrobianos y enzimas hidrolíticas. 
 
a) Mecanismos microbicidas dependientes del oxígeno 
Los mecanismos microbicidas dependientes del oxígeno se basan en la generación de 
especies reactivas del oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) a través de un 
proceso denominado estallido respiratorio. Participan de este proceso diferentes enzimas, 
como la NADPH oxidasa, la superóxido dismutasa (SOD) y la mieloperoxidasa (MPO), 
responsables de la generación de las diferentes ROS que se detallan a continuación.  
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          O2       NADPH oxidasa        O2.-    
       2 O2.-          SOD              H2O2 
     H2O2           MPO               H2O  +  OX-                   X: Cl-, Br-, I- 
  
Además de las ROS, las células fagocíticas son capaces de producir especies reactivas 
del nitrógeno, en especial, óxido nítrico. El óxido nítrico se produce gracias a la acción de la 
óxido nítrico sintasa inducible (iNOS, del inglés Inducible Nitric Oxide Synthase). La iNOS 
es una enzima citosólica que se expresa luego de la activación del macrófago y cataliza la 
conversión de arginina en citrulina, liberando óxido nítrico, el cual difunde al interior del 
fagolisosoma, en donde el óxido nítrico puede combinarse con el anión superóxido, generado 
por la NADPH oxidasa, para producir radicales de peroxinitrito muy reactivos (Fainboim & 
Geffner 2011). 
 
b) Mecanismos microbicidas independientes del oxígeno 
Este mecanismo ocurre cuando el microorganismo no es fagocitable o cuando el 
estímulo es soluble. Se libera el contenido de los gránulos azurófilos al medio extracelular. 
Estos gránulos contienen agentes antimicrobianos encargados de eliminar al microorganismo. 
 
3.3. Inmunidad Adaptativa 
La inmunidad adaptativa se caracteriza por su flexibilidad, su especificidad y su 
capacidad de generar memoria inmunológica. El sistema inmune adaptativo está constituido 
por un grupo de células específicas, los linfocitos T y B (LT y LB, respectivamente) y las 
moléculas secretadas por los mismos (citoquinas y anticuerpos). 
 
3.3.1. Características generales de los linfocitos 
La ontogenia y diferenciación de los linfocitos ocurre en los órganos linfáticos 
primarios (médula ósea y timo). Los LT y los LB derivan de un precursor linfoide común 
presente en la médula ósea. Los LB comienzan y terminan su proceso de maduración en la 
médula ósea, mientras que los LT maduran en el timo. Durante ese proceso de maduración 
linfocitaria se produce la expresión de los correceptores CD4 y CD8 en los LT y la expresión 
de los genes de los receptores antigénicos de los linfocitos, a través de un proceso 
denominado recombinación somática, que lleva a que los receptores de los LT (TCR, del 
inglés T Cell Receptor) y de los LB (BCR, del inglés B Cell Receptor) presenten una enorme 
diversidad de reconocimiento antigénico. Finalmente, ocurren procesos de selección que 
I n t r o d u c c i ó n  | 24 
aseguran que la mayoría de los linfocitos que lleguen a los órganos linfoides secundarios sean 
capaces de responder a antígenos extraños y no a antígenos propios. 
Durante la ontogenia de los LT se originan 2 linajes diferentes en el timo: los LT que 
expresan el heterodímero αβ (TCR convencional) y aquellos que expresan el heterodímero δγ 
(TCR no convencional). En el caso del BCR, lo que se expresa en la membrana son las 
inmunoglobulinas de superficie IgM e IgD.  
La respuesta inmune adaptativa se origina en los órganos linfoides secundarios (bazo, 
ganglios drenantes y tejido linfoide asociado a mucosas) y la célula encargada de conectar la 
inmunidad innata con la inmunidad adaptativa es la CD. Como mencionamos anteriormente, 
cuando la CD reconoce y captura al antígeno, sufre cambios estructurales que le permiten 
perder adherencia a los tejidos y migrar, siguiendo un gradiente de quemoquinas, hacia los 
órganos linfáticos secundarios drenantes. Durante el trayecto hacia el órgano linfático 
secundario, la CD comienza el procesamiento del antígeno y aumenta la expresión de 
moléculas de CMH-II y CMH-I (dependiendo de la naturaleza del Ag captado) y de 
moléculas co-estimulatorias, necesarias para la correcta estimulación de los LT. Las vías de 
procesamiento antigénico convierten a los antígenos derivados del espacio extracelular o del 
citoplasma celular en pequeños péptidos, que van a expresarse en la superficie de la CD 
asociados a las moléculas de CMH-II y CMH-I, respectivamente. La CD se dirige hacia la 
zona rica en LT del órgano linfático secundario (la región paracortical en los ganglios y la 
zona periarteriolar en el bazo) y es allí donde se produce la presentación antigénica (Clark & 
Kupper 2005) (Fainboim & Geffner 2011). 
 
3.3.2.  Linfocitos T colaboradores  
Los LT que presentan como correceptor a la molécula CD4 son conocidos también 
como LT CD4+. El conjunto de receptores que se activa en la CD en periferia durante el 
proceso infeccioso, determina el patrón de citoquinas que produce esta célula en el órgano 
linfático secundario y, por lo tanto, el perfil en el que se diferencian los LT CD4+ activados. 
Esta diferenciación lleva a la generación de diferentes poblaciones de LT colaboradores (LTh, 
del inglés helper) efectoras: LTh1, LTh2, LTh17 y LTreg, entre otras, lo que denota la gran 
plasticidad celular que presentan estos linfocitos (O´Shea & Paul 2010) (Abbas et al. 2012) 
(Figura 12). 
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 LTh1 
La diferenciación a LTh1 se da en respuesta a infecciones por patógenos que infectan 
células y activan macrófagos y células NK. Las principales citoquinas involucradas en la 
diferenciación a LTh1 son la IL-12 y el IFN-γ. Una vez diferenciados, los LTh1 producen 
grandes cantidades de IL-2, favoreciendo de esta manera la proliferación y expansión de los 
clones de células T activadas. Luego, se dirigen hacia la zona de infección y ejercen sus 
funciones efectoras mediante la producción de IFN-γ, el cual estimula la actividad 
microbicida de los macrófagos, favoreciendo la destrucción intracelular de los 
microorganismos fagocitados. El IFN-γ, junto con la IL-2, media la activación de células NK 
y promueve la activación de los LT CD8+. Así, la diferenciación en LTh1 redundará también 
en el desarrollo de una inmunidad antiviral eficaz. Por otro lado, los LTh1 producen IL-10 
con el fin de controlar las respuestas inflamatorias producidas por ellos mismos.  
 
 LTh2 
La diferenciación a LTh2 se da en respuesta a infecciones por helmintos y a alérgenos, 
produciendo una activación crónica de LT sin una activación significativa de macrófagos. La 
principal citoquina involucrada en la diferenciación a LTh2 es la IL-4. Los LTh2 efectores 
son capaces de producir numerosas citoquinas: IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-10. La IL-4 está 
involucrada en respuestas alérgicas, en el cambio de isotipo de anticuerpos a IgE, proceso que 
se explicará más adelante (ver Tabla 2). La IL-5 y la IL-9 promueven el reclutamiento de 
eosinófilos y mastocitos, respectivamente, favoreciendo la liberación de sus gránulos en las 
mucosas de los aparatos respiratorio y digestivo. La IL-4, IL-9 e IL-13 actúan sobre las 
células epiteliales y sobre las células musculares lisas, estimulando la producción de 
secreciones mucosas y la hiperreactividad bronquial. La IL-10 es una citoquina anti-
inflamatoria que actúa una vez resuelta la infección, inhibiendo a los LTh2, para poner un 
freno a la respuesta inmune (Luckheeram et al. 2012).  
 
 LTh17 
La diferenciación a LTh17 se da en respuesta a infecciones por microorganismos 
extracelulares (bacterias y hongos), y también en procesos de autoinmunidad. Los LTh17 
constituyen la primera línea de defensa de la inmunidad adaptativa que opera en las 
superficies mucosas de los aparatos digestivo y respiratorio, y en la piel. Las principales 
citoquinas involucradas en la diferenciación a LTh17 son la IL-6 y el TGF-β, que median el 
proceso de diferenciación propiamente dicho, la IL-21 que amplifica la respuesta y la IL-23 
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que estabiliza la misma. Las principales citoquinas producidas por los LTh17 son IL-17A, IL-
17F, IL-21 e IL-22. Las primeras dos actúan sobre un gran número de tipos celulares (células 
epiteliales, células endoteliales, fibroblastos, neutrófilos, macrófagos, células dendríticas) y 
estimulan la producción de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1, TNF-α) y favorece la 
producción de moléculas quimioatractantes de neutrófilos (CXCL-1, CXCL8) y monocitos. 
La IL-21 induce la diferenciación de los LB en plasmocitos y células de memoria, y activa 
células NK. La IL-22 induce la producción de péptidos antimicrobianos, favoreciendo la 
destrucción de bacterias en las mucosas (Luckheeram et al. 2012)(Zheng 2013). 
 
 LT regulatorios  
Los LT regulatorios (LTreg) juegan un rol fundamental en el mantenimiento de la 
tolerancia a antígenos propios y extraños, y participan en el proceso de homeostasis luego de 
la erradicación del microorganismo, disminuyendo las respuestas inmunes desencadenadas 
para evitar una sobreactivación del sistema inmune. Se pueden clasificar en naturales e 
inducibles (nLTreg e iLTreg, respectivamente). La diferenciación a iLTreg ocurre en los 
órganos linfoides secundarios, luego del reconocimiento y presentación antigénica, a 
diferencia de los nLTreg que provienen del timo como un linaje diferencial que expresan 
constitutivamente el factor de transcripción foxp3. La principal citoquina involucrada en la 
diferenciación a iLTreg es el TGF-β y el factor de transcripción que se expresa es el foxp3 
(Luckheeram, 2012, Zheng, 2013). 
Los LTreg son capaces de mediar diferentes mecanismos supresores que llevan a la 
inactivación de numerosas células del sistema inmune: LB, Linfocitos NK, LT CD4+, LT 
CD8+, monocitos y CDs.  
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Figura 12. Diferentes subpoblaciones de LTCD4+. El linaje celular al que se van a 
diferenciar los LTh efectores depende de la activación de ciertos factores de transcripción 
que dirigen la producción de las citoquinas involucradas (O´Shea & Paul 2010). 
 
3.3.3. LT citotóxicos 
Los LT citotóxicos (LTc) se activan en respuesta a infecciones virales o por bacterias o 
parásitos intracelulares. Las CDs presentan el péptido degradado en el contexto del CMH-I a 
los LT CD8+. Una vez activados, los LT CD8+ se diferencian en LTc con capacidad de 
destruir células infectadas. A diferencia de los LT CD4+, los LT CD8+ requieren una co-
estimulación de mayor intensidad para activarse. Este proceso de diferenciación requiere de la 
colaboración de los LTh.  
Los LTc abandonan el órgano linfático secundario y se dirigen a los tejidos inflamados 
en busca de células infectadas por el mismo microorganismo. Una vez en el sitio de infección, 
cuando el LTc reconoce en la célula infectada algún péptido presentado por las moléculas de 
CMH-I, se une de forma estable a la misma y ejerce sus mecanismos efectores. Los LTc 
ejercen sus funciones efectoras mediante 2 mecanismos: a) destrucción de células infectadas 
(citotoxicidad) y b) producción de citoquinas inflamatorias.  
 
3.3.4. Linfocitos T γδ 
Los LT γδ participan en la inmunidad antimicrobiana, en la fase temprana de los 
procesos infecciosos que ocurren en las mucosas de los aparatos digestivo, respiratorio y 
genitourinario, y en la piel. 
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A diferencia de los LT αβ, los LT γδ presentan un repertorio de receptores muy 
limitado. Reconocen moléculas cuya expresión se incrementa en células “estresadas”, y 
participan en la inmunidad frente a patógenos intracelulares y extracelulares, y en la 
inmunidad antitumoral.  
Los LT γδ se activan mediante su TCR, el receptor NKG2D, TLRs y receptores para 
citoquinas. El NKG2D reconoce a las moléculas no clásicas del CMH-I (MICA y MICB). 
Estas moléculas se expresan en células epiteliales, fibroblastos, queratinocitos y células 
endoteliales, y su expresión se incrementa por señales de estrés o infección con 
microorganismos intracelulares.  
Una vez activados, los LT γδ median sus respuestas efectoras a través de 2 mecanismos: 
a) producción de citoquinas (IFN-γ e IL-17, generando una respuesta inflamatoria local) y b) 
citotoxicidad. 
 
3.3.5. Linfocitos B 
Como se mencionó anteriormente, los LB presentan en su membrana el receptor de 
superficie llamado BCR. A diferencia de los LT, los LB son capaces de secretar el receptor en 
respuesta al reconocimiento antigénico. El BCR está constituido por una Ig de superficie 
asociada con un heterodímero formado por las cadenas Igα e Igβ. Estructuralmente, las Igs 
están formadas por dos cadenas pesadas idénticas (H, del inglés Heavy) y dos cadenas livianas 
idénticas (L, del inglés Light), unidas entre sí por puentes disulfuro. Las cadenas H y L 
presentan regiones variables (V) que participan del reconocimiento antigénico y regiones 
constantes (C); las regiones C de las cadenas H median las funciones efectoras. Existen dos 
clases de cadenas livianas, κ y  que se distinguen por sus regiones C, mientras que las 
cadenas H presentan 5 tipos diferentes de cadenas pesadas, α, µ, γ, δ y ε, las cuales 
determinan los 5 isotipos de Igs: IgA, Ig M, IgG, IgD e IgE, respectivamente. Las IgA e IgG 
pueden subdividirse, a su vez, en subisotipos llamados IgA1 e IgA2, IgG1-4 (humanos) e IgG1, 
IgG2a-b e IgG3 (ratón) (Fainboim & Geffner 2011) (Abbas et al. 2012). 
Los LB se clasifican en 2 poblaciones: LB1 y LB2. Los LB1 son las primeras células 
que se generan durante el desarrollo embrionario y se producen principalmente en el hígado. 
Constituyen una pequeña proporción de los LB presentes en los órganos linfáticos 
secundarios y en sangre. Los LB1 expresan niveles altos de IgM y bajos de IgD. Su principal 
función es producir anticuperos (Acs) contra Ags no proteicos, que presentan epitopes 
repetidos, capaces de producir un marcado entrecruzamiento del BCR.  
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Los LB2 constituyen más del 95% de los LB presentes en la sangre y en los órganos 
linfáticos secundarios. Su principal función es reconocer Ags proteicos y diferenciarse en 
células productoras de Acs específicos, gracias a la colaboración que reciben por parte de los 
LTh. 
El primer paso de la activación de los LB consiste en el reconocimiento del antígeno por 
parte de la inmunoglobulina de superficie. Como consecuencia de esta interacción se 
transducen señales de activación al interior del LB que desencadenan la endocitosis del 
antígeno y su posterior procesamiento por vía del CMH-II. De esta manera se expresa en la 
superficie del LB, en el contexto de moléculas de CMH-II, péptidos derivados del antígeno 
previamente reconocido. Para que el LB prolifere y se diferencie en célula productora de Acs, 
necesita de una segunda señal de activación proporcionada por un LTh, específico para el 
péptido presentado por los LB2. Algunos LB abandonan este primer foco de proliferación y se 
diferencian en plasmocitos de vida media corta, productores de IgM. Sin embargo, la mayoría 
de los LB proliferantes migra, son atraídos hacia el interior del folículo primario, donde 
continúan proliferando activamente dando lugar a la formación del centro germinal. Esto 
ocurre aproximadamente 1 semana después de la estimulación antigénica. En el centro 
germinal las cadenas livianas y pesadas de los Acs sufren modificaciones que darán lugar a la 
producción de Acs de mayor afinidad por el antígeno y de un isotipo diferente a IgM. Estos 
procesos comprenden hipermutaciones somáticas del dominio variable de los Acs, y cambio 
de isotipo, en donde se reemplaza la porción constante de la cadena pesada por otra 
perteneciente a una clase diferente.  
La función biológica, la estructura y la concentración de cada isotipo en el suero se 
encuentran resumidas en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Principales características de los distintos isotipos de inmunoglobulinas. 
ISOTIPO ESTRUCTURA 
CONCENTRACIÓN 
SÉRICA (mg/ml) 
FUNCIÓN 
IgM 
Dímero 
(membrana) 
Pentámero 
(circulación) 
1 
Receptor para el Ag del LB junto con la IgD 
Primer Ac producido en una respuesta 
inmune. 
Activación de la vía clásica del 
complemento. 
Neutralización. 
IgG 
Monomérica 
Presenta 
subisotipos (IgG1, 
IgG2, IgG3 e IgG4 
en humanos) 
(IgG1, IgG2a, 
IgG2b e IgG3 en 
ratón). 
12 
 
 
 
Activación de la vía clásica del 
complemento. 
Neutralización de toxinas y 
microorganismos. 
Opsonización de antígenos para ser 
fagocitados por macrófagos y neutrófilos. 
Activación de la fagocitosis, citotoxicidad 
celular dependiente de Acs (CCDA) y 
liberación de mediadores inflamatorios por 
unión de su fragmento Fc a los receptores 
RFcγ presentes en los leucocitos. 
Atraviesa placenta (confiere inmunidad al 
feto). 
IgA 
Monomérica 
(circulación) 
Dimérica 
(secreciones) 
3 
Neutralización de toxinas y 
microorganismos. En la forma dimérica 
participa en la inmunidad de mucosas. 
IgD Monomérica 0,1 
Se expresa junto con la IgM en la superficie 
de los LB maduros y vírgenes (receptor 
antigénico). 
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ISOTIPO ESTRUCTURA 
CONCENTRACIÓN 
SÉRICA (mg/ml) 
FUNCIÓN 
IgE Monomérica 0,001 
Participa de procesos alérgicos y respuestas 
inmunes anti-parasitarias. 
Interactúa vía su fragmento Fc con 
receptores presentes en la superficie de 
mastocitos y basófilos (FcεRI) e induce la 
secreción de histamina, leucotrienos y 
citoquinas. 
Al interaccionar con el receptor FcεRII 
presente en eosinófilos, monocitos y 
plaquetas, participa en la defensa contra 
infecciones por parásitos, induciendo la 
liberación de ROS, enzimas hidrolíticas, 
especies reactivas del nitrógeno y proteínas 
catiónicas para destruir al parásito. 
 
4. INTERACCIÓN ENTRE LA PIEL, LA RADIACIÓN ULTAVIOLETA Y EL 
SISTEMA INMUNE 
4.1. Efectos nocivos locales a corto y mediano plazo de la exposición de la piel a RUV 
La piel es el órgano más externo del organismo y de esta manera se encuentra 
naturalmente expuesta a la RUV, según las condiciones geográficas y estacionales. 
Exposiciones prolongadas a la RUV producen efectos nocivos tanto agudos como crónicos, 
en la piel, los ojos y el sistema inmune. Dentro de los efectos crónicos de la RUV, y en 
particular de la RUVB, se encuentra el daño acumulado al material genético de las células de 
la piel (principales células expuestas), debido a la formación de dímeros de timidina y fallas 
en su reparación. Éstos promueven errores durante el copiado del ADN, pudiendo llevar a 
mutaciones que generan fallas en las proteínas reguladoras del ciclo celular, la apoptosis y 
otras funciones celulares, como fue mencionado anteriormente.  
Por otro lado, el efecto agudo más común como consecuencia de la exposición a la 
RUV es la quemadura de piel, caracterizada por la presencia de estrés oxidativo e 
inflamación. 
 Con el tiempo y frente a exposiciones agudas repetidas, la RUV produce la 
degeneración de las células de la piel, del tejido fibroso (destrucción de las fibras de 
colágeno) y de los vasos sanguíneos, llevando al envejecimiento prematuro, a la 
fotodermatosis y a la queratosis actínica. Estas alteraciones aparecen como consecuencia de la 
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producción de ROS por parte de los queratinocitos y fibroblastos expuestos a la RUVB y 
RUVA, y a un aumento en la producción de metaloproteinasas (MMP) que llevan a la 
degradación de la matriz extracelular. Las ROS oxidan proteínas, lípidos, azúcares y ADN, 
generando el consiguiente daño oxidativo. Las células presentan normalmente mecanismos 
antioxidantes capaces de generar un balance pro-oxidante / anti-oxidante adecuado. Cuando 
se producen ROS en exceso, ya sea por un efecto directo de la RUVA, o bien, por absorción 
de fotones por parte de moléculas que actúan como fotosensibilizadores, se genera un 
desequilibrio de ese balance pro-oxidante / anti-oxidante, llevando a un estado de estrés 
oxidativo, el cual, sostenido en el tiempo puede generar diferenciación celular y aparición de 
neoplasias. Las lesiones en el ADN constituyen los pasos iniciadores del proceso de 
carcinogénesis cutánea (Svodobova et al. 2006) (Matsumura & Ananthaswamy 2002) (Rijken 
& Bruijnzeel 2009)(Figura 19). 
Por otro lado, cuando la piel sufre algún tipo de disrupción de la barrera epitelial, ya sea 
por exposición a la RUV, a agentes irritantes, sufre algún trauma o es infectada por algún 
microorganismo, el sistema inmune cutáneo reacciona disparando una respuesta inflamatoria 
coordinada, con la finalidad de mantener la homeostasis cutánea. Los queratinocitos son 
capaces de sensar y reaccionar frente a estos estímulos nocivos, produciendo citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-α, IL-1β, IFN-γ, IL-6, IL-8, GM-CSF y VEGF-α, al igual que los 
fibroblastos, los cuales liberan IL-6 y TNF-α, que en conjunto, conducen a la generación de 
un entorno inflamatorio que incluye vasodilatación, reclutamiento de células como neutrófilos 
y macrófagos a la zona expuesta, activación de la melanogénesis, proliferación y 
diferenciación de las células epidérmicas (Rhodes et al. 2001)(Paz et al. 2008)(Nestle et al. 
2009). 
 
4.2 Efectos nocivos sistémicos de la exposición de la piel a RUV: Inmunosupresión. 
Hacia fines de los años 70´, Margaret Kripke y col. descubrieron el vínculo entre la 
exposición a la RUV y la inmunosupresión en un modelo de fotocarcinogénesis cutánea. 
Cuando los tumores originados por exposición crónica a la RUV eran removidos y 
transferidos a ratones genéticamente idénticos, los tumores eran rechazados. Sin embargo, si 
la transferencia era realizada a ratones tratados con drogas inmunosupresoras o previamente 
irradiados en forma crónica con RUV, los tumores eran capaces de crecer. Es así como se 
demostró que la RUV no sólo posee un rol mutagénico en las células cutáneas, sino que 
también induce un estado de disminución de la respuesta inmune (incluyendo la 
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“inmunovigilancia” anti-tumoral) considerado inmunosupresión (Fisher & Kripke 
1977)(Fisher & Kripke 1978)(Ullrich & Kripke 1984) (Figura 13). 
 
 
Figura 13. La exposición a la RUV impide el rechazo de tumores de piel en animales 
trasplantados. Imagen adaptada de (Schwarz 2009). 
 
 El efecto inmunosupresor de la RUV se demostró posteriormente en otros modelos de 
respuesta inmune, como la hipersensibilidad de contacto (CHS, del inglés Contact 
Hypersensitivity) respuesta inflamatoria a haptenos y la hipersensibilidad retardada (DTH, del 
inglés Delayed Type Hypersensitivity) respuesta inflamatoria a antígenos proteicos. En estos 
modelos se observó que si los animales eran irradiados previamente a la fase de 
sensibilización, la respuesta inflamatoria se veía disminuida (Schwarz 2009) (Figura 14).  
 
 
Figura 14. La exposición a RUV disminuye la reacción de CHS. Imagen adaptada de 
(Schwarz 2009). 
 
 A su vez, si al cabo de un tiempo se sensibilizaba nuevamente a los ratones con el 
mismo hapteno, en una zona no expuesta previamente a la RUV, se observaba que la 
respuesta de CHS permanecía disminuida (Figura 15). Esto demuestra que la 
inmunosupresión generada perdura en el tiempo. Sin embargo, cuando la sensibilización 
ocurría con otro hapteno no relacionado, la reacción de CHS ocurría normalmente, indicando 
que la inmunosupresión originada por la RUV es antígeno específica, fenómeno conocido 
como inmunotolerancia (Schwarz 2009) (Figura 15).  
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Figura 15. La RUV impide la re-sensibilización del ratón con el mismo hapteno, pero 
no afecta la reacción de CHS cuando el hapteno utilizado es diferente. Imagen adaptada 
de (Schwarz 2009).   
 
Finalmente, se demostró el rol de los LT como mediadores de la inmunosupresión. Al 
inyectar LT provenientes de ratones tolerogénicos para un hapteno específico, los ratones 
receptores se volvían no respondedores cuando eran sensibilizados posteriormente con ese 
mismo hapteno. Sin embargo, cuando la sensibilización se daba con un hapteno no 
relacionado, estos animales eran capaces de responder, confirmando la especificidad 
antigénica de la inmunosupresión generada (Schwarz 2009) (Figura 16). Si bien los autores 
describieron a esa población de LT como linfocitos supresores, hoy en día se conocen como 
LTreg.  
 
 
Figura 16. La RUV genera tolerancia inmunológica Ag específica. Imagen adaptada de 
(Schwarz 2009).   
 
A partir de estos hallazgos comenzó el estudio de los posibles mecanismos involucrados 
en el desarrollo de la inmunosupresión post-UV. Cuando la piel es irradiada con ciertas dosis 
de RUV, los queratonocitos, principalmente, y otras células como los mastocitos, neutróflos y 
monocitos reclutados a la zona expuesta, comienzan a producir diversos mediadores solubles 
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como IL-10, IL-4, PGE2, cis-UCA y PAF (del inglés, Platelet Activating Factor). La 
liberación de PAF por parte de los queratinocitos irradiados induce la expresión de COX-2, 
enzima involucrada en la generación de PGE2. A su vez, cis-UCA induce la producción de 
neuropéptidos por parte de los queratinocitos, favoreciendo la liberación de histamina en los 
mastocitos. La histamina induce la generación de PGE2, retroalimentando este circuito. La 
PGE2 estimula a los leucocitos circulantes (neutrófilos y monocitos) a producir IL-4 
potenciando la generación de IL-10 por parte de los queratinocitos. De esta manera, todos los 
mecanismos descriptos confluyen en la producción de IL-10. El rol de la IL-10 en el 
desarrollo de inmunosupresión se demostró en trabajos en los cuales se utilizaron ratones 
deficientes en IL-10 (Beissert et al. 1996) o bien, se emplearon Acs bloqueantes de IL-10 
(Rivas JM1 1992)(Niizeki & Wayne Streilein 1997), y se observó una pérdida de la tolerancia 
desarrollada en los modelos de CHS. La IL-10 ejerce sus efectos inmunosupresores sobre las 
CLs y CDs disminuyendo la expresión de CMH-II, ICAM-I y moléculas co-estimulatorias, 
generando CPA con un perfil tolerogénico, afectando de esta manera la presentación 
antigénica. Una vez en el ganglio, estas CPA tolerogénicas no sólo son incapaces de activar 
poblaciones de LTh1, sino que diferencian la respuesta adaptativa hacia un perfil de LTreg. 
Estos LTreg se caracterizan por ser CD4+, CD25+, CTLA4+ y por producir IL-10 (Schwarz 
2008). Expresan el receptor CD62L que los direcciona a los ganglios y es ahí donde suprimen, 
inicialmente, la fase de sensibilización de la respuesta de CHS. A continuación, los LTreg 
disminuyen la expresión de CD62L y se re-direccionan a la piel donde impiden la acción del 
los linfocitos efectores vinculados con la etapa de desafío de CHS. 
Los principales mecanismos inmunosupresores se resumen en la Figura 17. 
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Figura 17. Principales eventos que llevan a la inmunosupresión. En la imagen se ilustran 
las células y moléculas intervinientes en el desarrollo de la inmunosupresión.  
 
A lo largo de la historia, los seres humanos han evolucionado para vivir en una 
superficie expuesta a las radiaciones solares. Esto significa que la exposición a la RUV debe 
generar algún beneficio sobre la salud humana. Sin embargo, ¿por qué la exposición a ciertas 
dosis de RUV suprime nuestro sistema inmune adaptativo? Una posible explicación sería que 
esta inmunosupresión por RUV estaría implicada en el proceso de tolerancia a antígenos 
propios. Existen dos mecanismos de tolerancia inmunológica, la central y la periférica. La 
tolerancia central ocurre en los órganos linfoides primarios y se encarga de eliminar los clones 
de LT y LB con capacidad de reconocer Ags propios. Una vez detectados, son eliminados 
mediante un proceso de selección negativa. Sin embargo, la tolerancia central puede fallar y 
ciertos clones autorreactivos pueden encontrarse circulando en periferia. Aún así, la 
incidencia de enfermedades autoinmunes es muy baja, lo que sugiere que debe haber algún 
otro mecanismo encargado de eliminar estos clones. A este mecanismo se lo conoce como 
tolerancia periférica y, al igual que la inmunosupresión por RUV, está mediada por células 
regulatorias. De esta manera, ciertos autores proponen que la inmunosupresión por RUV tiene 
como finalidad contribuir a mantener la tolerancia a antígenos propios en periferia y las 
células y moléculas involucradas serían los LTreg, LBreg, mastocitos e IL-10, entre otras 
(Vignali et al. 2009)(Byrne 2014). Debido a las serias consecuencias que trae al huésped 
padecer una enfermedad autoinmune, mantener esa tolerancia inmunológica debe ocurrir aún 
con el riesgo de favorecer el desarrollo de cáncer de piel. A medida que la exposición a RUV 
disminuye, ya sea por cambios de estación, cambios en el lugar de residencia o trabajo, el 
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número de células reguladoras decae y aumenta la probabilidad de que los clones 
autorreactivos escapen a los mecanismos de tolerancia periférica y aumente la incidencia de 
enfermedades autoinmunes (Figura 18). 
 
Figura 18. Efectos benéficos y nocivos de la inmunosupresión por RUV. La exposición 
excesiva a la RUV activa células (LTreg, LBreg y mastocitos) y moléculas (IL-10) 
regulatorias, las cuales actúan limitando la activación de los LT efectores, pudiendo 
desencadenar con el tiempo cáncer de piel. Por el contrario, la exposición limitada a la 
RUV lleva a una falla en la generación de LT reguladores, pudiendo llevar a procesos de 
autoinmunidad. Imagen adaptada de (Byrne 2014). 
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4.3. Efectos benéficos de la exposición de la piel a la RUV: síntesis de Vitamina D 
En contraposición a los efectos nocivos mencionados anteriormente, la exposición a 
RUV es también muy importante para la salud. Posee un rol fundamental en la biosíntesis de 
la vitamina D, siendo esta vitamina de gran importancia para el metabolismo óseo y el sistema 
inmune. La exposición de la piel a RUV es imprescindible para la producción de Vitamina D
3 
(Vit D
3
), ya que este derivado del colesterol requiere de una isomerización que se produce 
únicamente en la piel expuesta a la luz solar (Figura 19). En particular, la epidermis es el 
principal sitio de fotosíntesis de la Vit D
3
. Cuando la RUV penetra en la epidermis se produce 
la fotoconversión (fotoisomerización) del 7-dehidrocolesterol, presente en las membranas de 
los queratinocitos, a Calciol (pre-Vit D
3
) una forma no hidroxilada e inactiva de la Vit D
3
. A 
continuación, la pre-Vit D
3 
sufre una isomerización térmica a Colecalciferol (Vit D
3
). Ésta se 
une a la DBP (del inglés, Vitamin D binding protein) y es transportada a circulación 
dirigiéndose al hígado donde sufre la primer hidroxilación, mediada por una 25-hidroxilasa 
(CYP27A1). Luego es vehiculizada a riñón donde se transforma en el metabolito activo, 
Calcitriol (1,25-dihidroxi-Vit D
3
), por acción de la 1-α-hidroxilasa (CYP27B1), o bien, en una 
forma mucho menos activa, la 24,25-dihidroxi-Vit D
3
, por acción de la 24-α-hidroxilasa 
(CYP24A1) (Lehmann 2009). Hay reportes que señalan que no existe una relación lineal entre 
la dosis de RUV y la síntesis de Colecalciferol (Oldsa et al. 2008). Esto se debe a que altas 
dosis producen una fotoisomerización del 7-dehidrocolesterol a Taquisterol y Luministerol, 
metabolitos inactivos, reduciendo la cantidad de pre-Vit D
3 
disponible para generar 
Colecalciferol, además de la reversibilidad de la fotoisomerización, que lleva a la 
regeneración de 7-dehidrocolesterol. Por último, una vez formado, el Colecalciferol puede ser 
fotodegradado a Suprasterol I y II y 5,6-trans-Vit D
3
.  
Ciertas células, como los queratinocitos, macrófagos y osteoblastos, expresan sus 
propias hidroxilasas, lo que les permite sintetizar directamente Calcitriol, sin necesidad del 
transporte a través del hígado y riñón. Los fibroblastos de la dermis sólo poseen la 25-
hidroxilasa, por lo que constituyen una importante fuente de precursores de Calcitriol para los 
queratinocitos (Lehmann 2009). La Vit D
3 
así producida interactúa con su receptor, que 
funciona como factor de transcripción activando la síntesis, entre otras moléculas, de péptidos 
antimicrobianos (Catelicidinas y Defensinas) (Wang et al. 2004). La Vit D
3
, por otro lado, 
refuerza la capacidad de respuesta de la vía TLR-2 (White 2008). El efecto de esta vitamina 
sobre la actividad del sistema inmune se puede evidenciar en un reporte de Canell y col. en el 
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que se demuestra que la suplementación por vía oral con Vit D
3 
disminuye notablemente los 
niveles de infección por el virus de Influenza (Cannell et al. 2006)(Cannell et al. 2008). 
La administración de RUV en pequeñas dosis, presenta efectos benéficos que han sido 
aprovechados en el tratamiento de diferentes patologías cutáneas, como la psoriasis y el 
eczema. Esta última es una patología cutánea que se caracteriza por presentar un defecto en la 
barrera epidérmica, en la cual los efectos benéficos observados se alcanzan cuando se aplican 
dosis suberitema de RUV durante períodos cortos de tiempo, en los que se minimizan los 
efectos secundarios al no evidenciarse signos de inflamación, ni de disrupción de la barrera 
epitelial (Permatasari et al. 2013). Sin embargo, hasta el momento, los posibles efectos 
benéficos de la exposición a la RUV han sido poco explorados.  
El balance entre efectos nocivos y beneficiosos para la salud de la exposición a RUV se 
resume en la Figura 19. 
 
Figura 19. Efectos de la RUV en la piel. La RUV puede ser tanto benéfica como nociva 
para la piel. Dentro de los efectos benéficos comprenden la síntesis de vitamina D, la cual, 
en última instancia potencia la respuesta antimicrobiana de la piel, favoreciendo la 
destrucción de microorganismos. A su vez, la RUV se utiliza para el tratamiento de 
diversas patologías cutáneas. Por el otro lado, los efectos nocivos incluyen un estado de 
inflamación local y producción de ROS, la generación de un estado de inmunosupresión y 
daño al ADN, los cuales pueden generar proliferación anormal de las células llevando a un 
proceso de carcinogénesis. 
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4.4. Fotoadaptación 
El fenómeno de Fotoadaptación se define como la disminución de las respuestas 
observadas frente a la exposición de la piel a una dosis en particular de RUV, generalmente 
nociva, debido a la exposición previa a múltiples dosis bajas de RUV (Hart et al. 2011). Si 
bien existen diferentes mecanismos involucrados en este proceso, muchos de ellos no se 
encuentran del todo dilucidados. Entre los que se encuentran descriptos, se destacan la 
hiperplasia del epitelio e hiperqueratosis del estrato córneo, mayor capacidad de reparación 
del daño al ADN inducido por la RUV y la inducción de la expresión de SOD. Como 
consecuencia de la fotoadaptación, la piel se encontraría fotoprotegida, ya que si luego de la 
exposición a dosis suberitema se realizara un desafío con una única dosis elevada de RUV, los 
efectos nocivos reportados se encontrarían disminuidos o abolidos. Sin embargo, cabe 
destacar que no se observó fotoadaptación para todos los parámetros que están involucrados 
en la inmunosupresión post-UV, ya que no se vieron cambios en el número ni en la 
funcionalidad de las CDs, CLs, mastocitos y NK, no disminuyó la isomerización a cis-UCA 
post-UV, ni se revirtieron las disminuciones en las reacciones de CHS y DTH (Norval et al. 
2008). 
 
5. INTERACCIÓN DE LA PIEL CON MICROORGANISMOS 
5.1. La microbiota de la piel 
Desde el nacimiento, la piel comienza a ser colonizada por miles de microorganismos 
llegando a constituir, con el tiempo, un verdadero ecosistema formado por bacterias, virus, 
hongos y protozoos (Marsland & Gollwitzer 2014) (Figura 20). La colonización de la piel por 
los diversos microorganismos se ve influenciada por factores ambientales, como el clima, y 
fisiológicos, como la localización anatómica, la humedad de la piel, la producción de sebo y 
sudor, el estado hormonal del individuo y la edad, entre otros.  
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Figura 20. Composición de la microbiota cutánea. Imagen adaptada de (Marsland & Gollwitzer 2014)  
 
La interacción entre los microorganismos y la piel se encuentra condicionada por ciertas 
particularidades del tejido. Por un lado, las características fisicoquímicas de la piel permiten la 
selección de un grupo determinado de microorganismos capaces de adaptarse al 
microambiente cutáneo. Por otro lado, debido a características estructurales como la 
estratificación y la queratinización, la epidermis constituye una barrera física que aporta 
resistencia frente al ingreso de microorganismos y sus toxinas. A su vez, los queratinocitos 
son capaces de producir diversas moléculas, de manera constitutiva o inducible, que pueden 
tener efectos sobre los microorganismos en forma directa (proteasas, péptidos 
antimicrobianos) o indirecta, por activación del sistema inmune (citoquinas). El sistema 
inmune cutáneo es, en consecuencia, capaz de modular a la microbiota de la piel al mismo 
tiempo que ésta “educa” al sistema inmune, manteniendo el balance entre el huésped y los 
microorganismos. Cualquier disrupción de este balance, ya sea a favor de uno o de otro, 
puede conducir a desórdenes inmunológicos de la piel o a infecciones cutáneas (Grice & 
Segre 2011). 
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5.2. Las bacterias en general, y Staphylococcus en particular, como constituyentes de la 
microbiota cutánea 
Entre los microorganismos residentes de la piel, se encuentran bacterias, hongos y virus. 
Entre las primeras, los géneros más abundantes son Staphylococcus, Propionibacterium, 
Micrococcus y Corynebacterium. Como principales representantes del género Staphylococcus 
en la microflora cutánea se destacan S. aureus y S. epidermidis. 
S. aureus es un coco gram positivo, anaerobio facultativo, que forma agrupaciones en 
racimos. Se caracteriza por producir la enzima coagulasa, fermentar el manitol y por la 
pigmentación dorada de sus colonias (Willet & Zinsser 1986). Aproximadamente el 30% de la 
población se encuentra colonizada por S. aureus en forma permanente, mientras que algunas 
personas son colonizadas de manera intermitente. El sitio más frecuente de colonización es la 
parte anterior de las fosas nasales, aunque S. aureus puede colonizar además la piel, la 
orofaringe y el tracto gastrointestinal, sirviendo estos sitios de reservorio para la bacteria. La 
piel y las mucosas constituyen una barrera mecánica contra la invasión por microorganismos. 
Si estas barreras se alteran, S. aureus puede ganar acceso al tejido subyacente produciendo 
enfermedad. Es por ello que los individuos colonizados adquieren infecciones más 
frecuentemente, aunque la colonización previa no constituye un requisito indispensable para 
la infección por dicho microorganismo (van Belkum et al. 2009)(Lowy 2007). 
S. aureus es el principal agente causal de infecciones de piel y partes blandas. Los 
agentes etiológicos más frecuentemente asociados a este tipo de infecciones son S. aureus y 
Streptococcus β-hemolíticos (Diekema et al. 2001). Las infecciones cutáneas resultan en 
lesiones piogénicas caracterizadas por eritema, calor, frecuente ulceración y drenaje de 
material purulento, compuesto principalmente por neutrófilos, los cuales son rápidamente 
reclutados al sitio de infección y resultan indispensables para el control de la infección y la 
erradicación de la bacteria. La diseminación de la bacteria desde el foco de infección puede 
dar lugar a bacteriemia e invasión de diferentes tejidos. De esta forma, S. aureus puede causar 
otro tipo de patologías como neumonía, endocarditis, osteomielitis, artritis séptica y abscesos 
en diferentes órganos (Daum 2007)(DeLeo et al. 2010).  
 
5.3. Respuesta inmune frente a Staphylococcus aureus 
Luego de su ingreso, S. aureus es capaz de ser reconocido por el sistema inmune 
mediante la activación del complemento y la interacción entre los PAMPs presentes en la 
bacteria y los PRR, especialmente TLR2 y los receptores de tipo NOD, que se encuentran en 
los queratinocitos, CDs, CLs, macrófagos y neutrófilos de la piel. Como resultado de dicha 
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interacción, las células comienzan a secretar citoquinas pro-inflamatorias (IL-1α y β, IL-6, 
TNF-α e IL-23) y quemoquinas (CXCL-1 y CXCL-2) las cuales dirigen el reclutamiento de 
neutrófilos al sitio de infección (Miller & Cho 2011). El sello distintivo de las infecciones por 
S. aureus es la formación de abscesos ricos en neutrófilos, indispensables para la eliminación 
de la bacteria mediante los mecanismos microbicidas característicos de los mismos(Cheng et 
al. 2012). Para ello, el endotelio activado facilita la extravasación de los neutrófilos desde el 
torrente sanguíneo, al mismo tiempo que activa la cascada de coagulación con el fin de 
impedir la diseminación de la bacteria. Las células dendríticas activadas migran a los órganos 
linfoides correspondientes para activar y modular la respuesta inmune adaptativa. 
En condiciones basales, los queratinocitos almacenan constitutivamente IL-1α que se 
libera rápidamente en respuesta a una injuria. En presencia de la bacteria, esta citoquina 
interacciona rápidamente con el receptor 1 de IL-1 (IL-1R1) que lleva a una rápida y continua 
producción de CXCL-1 y CXCL-2. Por otro lado, cuando S. aureus interactúa con TLR-2 y 
NOD se produce la transcripción de la pro-IL-1β y la activación del inflamosoma que culmina 
en el clivaje de la pro-IL-1β en IL-1 β por acción de la caspasa-1. Ambas citoquinas, IL-1α e 
IL-1β activan la vía de NF-κB que culmina en la producción de citoquinas inflamatorias, 
péptidos antimicrobianos y moléculas de adhesión. La IL-23 producida por los queratinocitos 
induce la producción de IL-17 por parte de los LTγδ de epidermis y LTh17 en dermis, que al 
impactar en los queratinocitos, contribuye a la producción de las sustancias antimicrobianas 
previamente descriptas (Miller & Cho 2011).  
Los principales mecanismos involucrados en la respuesta inmune frente a S. aureus se 
resumen en la Figura 21. 
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Figura 21. Principales células y moléculas involucradas en la respuesta inmune frente 
a S. aureus. En presencia de la bacteria, los queratinocitos, macrófagos y CDs producen 
diferentes citoquinas (IL-1α, IL-1β, IL-6 e IL-23) responsables de la activación de diversos 
tipos celulares, como los LTh17 y LTγδ. En respuesta a dicha activación, las células 
comienzan a secretar IL-17, la cual al impactar sobre sus receptores en los queratinocitos, 
induce la producción de péptidos antimicrobianos con actividad bacteriostática y 
bactericida. Por otro lado, se ve favorecido el reclutamiento de neutrófilos al sitio de 
infección con posterior formación de un absceso que controla y limita la diseminación de S. 
aureus, lo que en conjunto lleva a la eliminación de la bacteria. Imagen adaptada de (Miller 
& Cho 2011). 
 
 
5.4. Patogénesis de Staphylococcus aureus  
S. aureus presenta múltiples factores de virulencia que están involucrados en la 
adhesión y/o invasión de células o tejidos, en el daño celular mediante la acción citotóxica y 
en la evasión de la respuesta innata y adaptativa (Lowy 2007). Para finalizar la presente 
introducción, los principales factores de virulencia involucrados en la patogenicidad de la 
bacteria se resumen en la Tabla 3.  
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Tabla 3: Factores de virulencia de S. aureus y su mecanismo de acción. 
FACTOR 
DE VIRULENCIA EJEMPLO 
MECANISMO 
DE ACCIÓN 
Adhesinas de la familia 
MSCRAMMs, en su mayoría 
ancladas covalentemente al 
péptidoglicano 
Proteína de unión a la fibronectina  
Adhesión 
Proteína de unión al colágeno  
Factor de aglutinación A  
Proteína de unión a la elastina 
Enzimas extracelulares Proteasas, hialorunidasas, lipasas y nucleasas Daño de la membrana celular  lisis 
 Modulinas Modulinas solubles en fenol  
Proteínas 
SpA 
Se una al fragmento Fc de la IgG  
Impide la opsonofagocitosis mediada 
por Acs 
Sbi 
Interfiere en la activación del 
complemento 
Toxinas 
Toxinas formadoras de poro  
Hemolisina-α (Hla) 
 
Forma poros en la membrana de los 
eritrocitos, leucocitos y neutrófilos  
Destrucción de células inmunes 
(disminuye la liberación de citoquinas 
pro-inflamatorias, especialmente IL-1) 
 mecanismo de evasión 
 
Escape de la bacteria desde el 
endosoma hacia el citoplasma de los 
macrófagos persistencia en el medio 
intracelular 
Leucocidinas 
Hemolisina-γ AB / Hemolisina-γ CB / 
Leucocidina AB / 
Leucocidina de Panton–Valentine / Leucocidina 
ED 
 
 
 
 
  
 
 
Hipótesis y Objetivos 
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HIPÓTESIS 
El conocimiento científico generado en torno al tema de la exposición cutánea a la RUV 
se ha mantenido en constante crecimiento. La exposición a la RUV es capaz de desencadenar 
tanto efectos benéficos como nocivos para la salud, encontrándose descriptos diversos 
mediadores producidos luego de la irradiación. Teniendo en cuenta que el equilibrio entre 
esos mediadores, debido a las características de la exposición, puede ser lo que determina el 
efecto final de la exposición a la RUV sobre el sistema inmune nuestra hipótesis es la 
siguiente:  
“La exposición a dosis elevadas de RUV, como la que se produce durante una 
exposición prolongada durante un día de verano, promueve efectos nocivos sobre la piel y el 
sistema inmune, mientras que las exposiciones a dosis bajas y repetitivas, como la que se da 
habitualmente por transitar durante un tiempo reducido en verano, no afecta la piel expuesta y 
promueve una mejor respuesta inmune sistémica”. 
La profundización en el conocimiento de la interacción entre el ser humano y el medio 
ambiente (que se modifica constantemente) otorgará nuevas herramientas para establecer los 
límites necesarios para la exposición solar de los seres humanos, una vez conocidas las 
moléculas y células intervinientes en las distintas respuestas de la piel a dicha radiación.  
 
OBJETIVO GENERAL 
El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral consistió en estudiar cómo la 
exposición de la piel a diferentes dosis de RUV afecta el funcionamiento del sistema inmune. 
Se planteó abordar un enfoque novedoso y particular de la mencionada problemática, teniendo 
en cuenta la realidad de la exposición humana a dosis bajas y repetitivas de RUV, al estar 
expuesto de forma casual en el día a día de una persona, cuyos efectos sobre el sistema 
inmune no se encuentran tan claramente descriptos y compararlos con los producidos por 
dosis elevadas y/o crónicas en el tiempo, como ocurre al estar expuestos de forma prolongada 
en los casos de trabajadores normalmente expuestos, o en períodos de vacaciones. 
 
Se estudió el efecto de la RUV sobre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune 
adaptativa, abarcando mecanismos celulares y humorales de ambas respuestas, y se evaluó la 
respuesta inmune global frente a una infección. 
 
Para cumplir con dicho objetivo se utilizó un modelo in vivo de irradiación empleando 
ratones alopécicos inmunocompetentes (cepa Crl:SKH1-Hrhr). Se propuso el estudio 
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comparativo de la exposición a dosis de RUV que representan problemáticas muy diferentes: 
una única exposición aguda a una dosis elevada de RUV (400 mJ/cm2, que equivale 
aproximadamente a 4 horas al sol del mediodía en verano, en la costa atlántica de nuestro 
país) y dosis múltiples de baja intensidad (4 dosis de 20 mJ/cm2, que equivalen 
aproximadamente a 12 minutos de la exposición solar mencionada).  
Para cumplir con el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos parciales: 
 
Objetivos parciales Capítulo I 
1. Estudiar las características de la piel (tanto epidermis como dermis) de ratones 
irradiados y ratones control no irradiados.  
2. Estudiar la funcionalidad y producción mitocondrial de anión superóxido en células de 
la epidermis de ratones irradiados y ratones control no irradiados. 
3. Cuantificar las poblaciones de Linfocitos T (LT) en la epidermis de ratones irradiados 
y ratones control no irradiados.  
4. Estudiar la cinética de producción de mediadores inflamatorios por parte de las células 
de la epidermis y dermis de ratones irradiados y ratones control no irradiados. 
5. Estudiar el infiltrado inflamatorio en la piel de ratones irradiados y ratones control no 
irradiados. 
6. Evaluar los cambios en la vasculatura sanguínea y linfática en la piel de ratones 
irradiados y ratones control no irradiados. 
7. Estudiar la respuesta antimicrobiana de la piel de ratones irradiados y ratones control 
no irradiados. 
8. Estudiar los niveles de vitamina D en la piel de ratones irradiados y ratones control no 
irradiados. 
 
Objetivos parciales Capítulo II 
9. Estudiar las poblaciones de Linfoctos T (LT) y células dendríticas (CD) en los 
ganglios drenantes de la piel (ganglios inguinales y axilares) y en el bazo de ratones 
irradiados y ratones control no irradiados.  
10. Estudiar la respuesta celular inespecífica mediante proliferación por mitógeno de LT 
de ganglios drenantes y del bazo de ratones irradiados y ratones control no irradiados. 
11. Estudiar la respuesta celular específica mediante CHS en ratones irradiados y ratones 
control no irradiados. Esta prueba es descripta en bibliografía para la evaluación de la 
inmunosupresión post-UV. 
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12. Estudiar la respuesta humoral específica para un antígeno mediante la determinación 
del título de anticuerpos específicos en suero de ratones irradiados y ratones control no 
irradiados, inmunizados con el antígeno. 
 
Objetivos parciales Capítulo III 
 
13. Establecer un modelo de infección cutánea con S. aureus. Para ello se determinó la 
cepa de S. aureus, la vía de inoculación y la carga bacteriana a utilizar.  
14. Estudiar la evolución de la infección cutánea por S. aureus en ratones irradiados y 
ratones control no irradiados y la respuesta inmune montada por éstos. 
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Materiales y Métodos 
 
 
 
 
  
 METODOLOGÍA GENERAL
Descripción del modelo animal
Se utilizaron ratones 
inmunocompetentes, de 7 a 
mantenidos en un ambiente con ciclos de 12 horas de luz y oscuridad, y alimento y
libitum. La cepa fue adquirida de Charles River Laboratories, y mantenida en el bioterio de la 
Cátedra de Inmunología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica.
 
 
Irradiación de los animales
Los animales fueron irradiados con luz UV empleando una 
(UVP) de 8W con una longitud de onda 
energía en el rango de la luz UVB (espectro de emisión 280
emisión en el rango de la luz UVA. La intensidad de 
medidor de radiación UV (UVP). La intensidad de la radiación emitida por la lámpara fue de 
1.2 mWatt/cm2. A continuación se muestra una imagen de la lámpara empleada.
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Los animales fueron expuestos a diferentes protocolos de irradiación detallados a 
continuación: 
 Grupo dosis alta de UV (daUV): ratones que recibieron una única dosis de 400 
mJ/cm2, que equivale a 2 dosis mínima eritema (DME).  
 Grupo dosis bajas y repetitivas de UV (dbrUV): ratones que recibieron 4 dosis de 20 
mJ/cm2 cada 24 horas durante 4 días consecutivos. Cada dosis equivale a 0.1 DME. 
 Grupo Sin Irradiar (SI): ratones no irradiados, manipulados de la misma manera 
que los ratones irradiados.  
Se define como DME a la mínima dosis de RUV capaz de producir un eritema visible a 
las 24 horas. 
 De acuerdo a la intensidad de radiación emitida por la lámpara, para alcanzar una dosis 
de 400 mJ/cm2 los ratones fueron irradiados durante 6 minutos y 4 segundos. De la misma 
manera, para alcanzar una dosis de 20 mJ/cm2 se irradiaron durante 18 segundos cada día. 
Los animales fueron sacrificados a las 24 o 192 horas (8 días) post-UV, para la mayoría 
de los ensayos, y para aquellos en los que se buscó evaluar el perfil transcripcional por RT-
PCR se agregaron tiempos más tempranos de sacrificio, a las 2 y 6 horas post-UV. Para el 
sacrificio se utilizó una cámara de CO2, excepto para los animales que fueron utilizados para 
la obtención de sangre, los que fueron sometidos a una punción submandibular y posterior 
dislocación cervical, bajo anestesia. 
 
METODOLOGÍA EMPLEADA EN EL CAPÍTULO I: Evaluación del efecto de la RUV 
sobre la piel. 
1. Alteraciones cutáneas macro y microscópicas en la piel de ratones expuestos a 
distintas dosis de RUV 
Obtención y preparación de muestras para histología 
Con el fin de realizar el análisis histológico de la piel normal y de la piel irradiada, se 
tomaron muestras de 1 cm2 de piel del lomo de los ratones y cada porción de tejido se fijó 
inmediatamente con p-formaldehido al 4% en PBS. A continuación, las muestras de piel 
fueron deshidratadas mediante pasajes sucesivos por soluciones de porcentaje creciente de 
Etanol y finalmente fueron colocadas en Xileno. Por último, las muestras fueron incluidas en 
parafina y se realizaron cortes de 5 μM de espesor con un micrótomo. Luego, los cortes 
fueron rehidratados empleando inicialmente Xileno y a continuación concentraciones 
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decrecientes de Etanol y finalmente PBS. Una vez rehidratados, los cortes fueron teñidos con 
hematoxilina y eosina y montados en bálsamo de Canadá para su observación.  
 
1.1. Observación macroscópica  
Los ratones fueron anestesiados y posteriormente se procedió al registro fotográfico del lomo 
de los animales para la comparación macroscópica. Para esto se utilizó una cámara de fotos 
CANON y se tomó la imagen a una distancia tal que permitía visualizar por completo la piel 
del lomo de los ratones. Este procedimiento se repitió de igual manera para todos los grupos 
de estudio. 
 
1.2. Análisis histológico. Determinación del grosor epidérmico 
Para la determinación del grosor epidérmico, se observaron 2 regiones diferentes de cada 
corte y se realizaron 3 medidas independientes en cada región. Para cada animal el resultado 
se calculó como el promedio de las 6 mediciones. Se utilizó un microscopio Olympus BX-51 
acoplado a una cámara digital Olympus Q color 3. La medida del grosor epidérmico se realizó 
mediante el uso del software Image Pro 5.1.0.2 para Windows.  
 
1.3. Estudio Histopatológico 
 Los cortes de piel teñidos con H&E fueron cedidos a la Dra. Silvia Vanzulli para el 
estudio histopatológico del tejido. 
 
2. Evaluación de alteraciones de la funcionalidad mitocondrial 
Obtención de suspensiones celulares de epidermis 
Se tomaron muestras de piel del lomo de los ratones utilizando un punch de 8 mm de 
diámetro y se incubaron durante 2 horas a 37°C con una solución de dispasa 25 mg/ml (Life 
Technologies). Inmediatamente después, la epidermis fue fácilmente separada de la dermis 
mediante el uso de pinzas. La epidermis obtenida se disgregó en un potter manual en 1 ml de 
PBS - 10% de SFB. A continuación, la suspensión celular obtenida se filtró a través de un 
filtro de 50 μm de tamaño de poro, con el fin de eliminar posibles restos de tejido. Las células 
se contaron en cámara de Neubauer y fueron destinadas a ensayos de citometría de flujo. 
 
2.1. Evaluación del potencial de membrana mitocondrial 
El potencial de membrana mitocondrial fue evaluado utilizando la sonda 
potenciométrica DiOC6 (λexcitación=484 nm; λemisión=511 nm) (Sigma Aldrich), que penetra en 
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las células, se concentra en las mitocondrias polarizadas y pierde su fluorescencia verde a 
medida que disminuye la polarización de la membrana mitocondrial. Se incubaron las células 
provenientes de cada ratón con la sonda DiOC6 en una concentración final de 30 nM en PBS, 
durante 30 minutos a 37°C. Como control positivo se agregó el agente despolarizante FCCP, 
15 minutos antes de realizar la citometría. 
 
2.2. Producción mitocondrial de anión superóxido (O2.-) 
La producción de anión superóxido fue estudiada utilizando la sonda fluorescente 
MitoSOX red (Molecular Probes), que penetra en las células, se localiza en las mitocondrias y 
aumenta la fluorescencia roja al reaccionar con el O2.-. Se incubaron las células con 
MitoSOXred en una concentración final de 5 μM en PBS, durante 30 minutos a 37°C. Como 
control positivo se utilizó Menadiona 1mM (desacoplante de la fosforilación oxidativa) 
durante 1 hora a 37°C, previo a la incubación con la sonda. Finalmente se analizaron las 
células en un citómetro de flujo. 
 
3. Evaluación de las poblaciones celulares residentes en la epidermis de ratones 
expuestos a distintas dosis de RUV 
Una vez obtenidas las suspensiones celulares, como se mencionó en el punto 2., se 
procedió a la cuantificación de diferentes poblaciones celulares en epidermis. En primer lugar, 
se procedió al bloqueo de receptores capaces de reconocer el fragmento Fc de las 
inmunoglobulinas. Las células se incubaron con suero normal de ratón al 2% en PBS durante 
30 minutos a temperatura ambiente. Luego de un lavado con PBS con un 10% de SFB, se 
realizaron las marcaciones de superficie. Finalmente las células se incubaron 30 minutos a 
4ºC. Luego de 2 lavados con PBS con un 10% de SFB, las células fueron resuspendidas en 
PBS y analizadas en el citómetro de flujo, o bien, fijadas con p-formaldehído 2% y analizadas 
a las 24 horas. 
Para el análisis de las subpoblaciones linfocitarias se procesaron 100.000 eventos y los datos 
fueron adquiridos en un citómetro de flujo PAS III (PARTEC, Alemania) y analizados 
empleando el programa Cyflogic software 1.2.1 (CyFlo ltd., Finlandia).  
 
3.1. Determinación de células CD3- CD49b+ 
Para el estudio de la población de quertinocitos basales, se utilizaron los siguientes 
anticuerpos específicos para moléculas de ratón (BD Bioscience), en una dilución 1:100 en 
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PBS con un 10% de SFB, anti-CD3ε-FITC y anti-CD49-PE, con sus correspondientes 
controles de isotipo.  
 
3.2. Determinación de Linfocitos T en epidermis 
Para el estudio de las poblaciones de LT se utilizaron los siguientes anticuerpos 
específicos para moléculas de ratón (BD Bioscience), en una dilución 1:100 en PBS con un 
10% de SFB, anti-CD3ε-FITC, anti-CD4-AlexaFluor 647, anti-CD8-PE y anti-TCRγδ-PE, 
con sus correspondientes controles de isotipo. 
 
4. Cinética de producción de mediadores inflamatorios 
4.1. Perfiles de transcripción de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en 
epidermis y dermis de ratones control e irradiados con distintas dosis de RUV  
Extracción de ARN de células de epidermis y dermis 
Para la extracción de ARN, se extrajeron 2 porciones de piel utilizando un punch de 8 
mm de diámetro. Se incubaron con dispasa (25 mg/ml) en PBS durante 2 horas a 37ºC. 
Posteriormente la epidermis se separó de la dermis, mediante el uso de una pinza. Para la 
extracción de ARN de epidermis se utilizaron ambas porciones de tejido, mientras que para 
dermis se utilizó sólo una de las porciones extraídas. A continuación, se colocaron por 
separado dermis y epidermis, en 1 ml de TRIzol® (Life Technologies) y se procedió a la 
disgregación de cada tejido mediante el uso de un homogeneizador de tejidos Bio-Gen 
PRO200 (PRO Scientific). Una vez disgregados los tejidos, se realizó la extracción de ARN 
con 0,2 ml de Cloroformo y posterior precipitación con 1 ml de Isopropanol. Luego de un 
lavado con 0,5 ml de Etanol al 75% en agua DEPC, se resuspendió el pellet de ARN en 30 μl 
de agua DEPC. Finalmente, se determinó la concentración de ARN total mediante la medida 
de la absorbancia a 260 nm y se controló la integridad a través de una corrida electroforética 
en gel de agarosa. Las muestras de ARN se conservaron a -70ºC hasta su uso. 
 
Obtención de ADNc mediante RT-PCR 
Se usaron 2 μg de ARN en una mezcla de reacción que contenía los siguientes 
reactivos: 1 μl de dNTP Mix 10 mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 μl de Oligo(dT)12-18 0.5 
μg/ml y agua estéril hasta un volumen final de 13 μl. Las muestras se incubaron a 65 ºC 
durante 5 minutos y se llevaron a 4 °C durante 2 minutos. A continuación se agregaron a la 
mezcla los siguientes reactivos: 4 μl de 5X-First-Strand Buffer, 1 μl de DTT 0,1 M, 1 μl de 
RNAseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (40 U/μl) y 1 μl de SuperScript™ III Reverse 
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Transcriptase (200 U/μl). Las muestras se incubaron a 50ºC durante 45 minutos y finalmente 
la mezcla se llevó a 70 °C durante 15 minutos. Una vez obtenido el ADNc, las muestras se 
conservaron a -20ºC hasta su uso. La reacción se llevó a cabo en un termociclador modelo 
2720 (Applied Biosystems). 
 
Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La amplificación de los genes de interés se realizó a partir de 1 μl de ADNc en la 
correspondiente mezcla de reacción, usando la enzima Taq-ADN polimerasa (Invitrogen) para 
amplificar los genes de interés mediante el agregado de los oligonucleótidos específicos que 
se mencionan en la Tabla 1. Se realizaron 25 ciclos de PCR: 45 segundos a 94ºC, 30 segundos 
a la Ta (ver Tabla 4) y 45 segundos a 72ºC, seguido de la extensión final de 10 minutos a 
72ºC en el termociclador previamente mencionado. Los productos de PCR obtenidos, cuya 
longitud en pares de bases (pb) se detalla en la Tabla 1, se analizaron por electroforesis en gel 
de agarosa al 2,5 % o de poliacrilamida al 12 %, dependiendo del tamaño del amplicón, se 
tiñeron con SYBR® Safe (Life Technologies) y fueron visualizados en un transiluminador con 
luz azul (Maestrogen). Se utilizó el gen de GAPDH como control de la amplificación. Los 
geles fueron fotografiados y las bandas obtenidas fueron analizadas con el programa ImageJ.  
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Tabla 4. Secuencias de los oligonucleótidos específicos (primers) usados en la RT-PCR. 
GEN SECUENCIA SENTIDO (5´-3´) SECUENCIA ANTISENTIDO (3´-5´) Ta (°C) pb 
IL-6 GTGGAAATGAGAAAAGAGTTGTGC ATGCTTAGGCATAACGCACTAGGT 62 469 
TNF-α GCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC CATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG 58 300 
IL-10 ATGCTGCCTGCTCTTACTGACTG CCCAAGTAACCCTTAAAGTCCTGC 62 216 
VEGF-α TATTCAGCGGACTCACCAGC GAGCCCAGAAGTTGGACGAA 60 561 
TLR-2 TCTGGGCAGTCTTGAACATTT AGAGTCAGGTGATGGATGTCG 58 321 
TLR-3 CATGATGTCGGCAACGGTTC ACCCTCCTGAGCATCAGTCT 60 611 
TLR-4 GCAATGTCTCTGGCAGGTGTA CAAGGGATAAGAACGCTGAGA 58 406 
CXCL-1 TGGCTGGGATTCACCTCAAG CCGTTACTTGGGGACACCTT 60 179 
CXCL-2 TCCAGAGCTTGAGTGTGACG TCAGGTACGATCCAGGCTTC 60 251 
CXCL-12 GCCCTTCAGATTGTTGCACGGC AAAGCTCCATTGTGCACGGGCG 65 338 
CCL-2 CAGGTCCCTGTCATGCTTCT GTGGGGCGTTAACTGCATCT 60 91 
β-Defensina-14 TCTTGTTCTTGGTGCCTGCT CACACCGGCCACCTCTTATT 60 87 
Catelicidina ATCAGCTGTAACGAGCCTGG AGGCCTACTACTCTGGCTGA 60 169 
GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGGGCTC ACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTCA 57 473 
La Tabla 4. describe las secuencias nucleotídicas utilizadas para la amplificación del ADNc de 
los genes de interés, junto con las temperaturas de acoplamiento o annealing (Ta) empleadas y 
el tamaño del producto de PCR obtenido, en pares de bases (pb). 
 
4.2. Perfiles de expresión de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en 
epidermis y dermis de ratones control e irradiados con distintas dosis de RUV  
Obtención de extractos de epidermis y dermis 
La piel del lomo de los ratones que no fue utilizada para la obtención de cortes histológico se 
usó para la obtención de extractos proteicos. Se sumergió el tejido en un baño de agua 
destilada a 60°C durante 30 segundos. Inmediatamente después, mediante el uso de un bisturí, 
la epidermis fue separada de la dermis raspando la piel previamente calentada. Tanto la 
epidermis como la dermis de cada ratón fueron homogeneizadas con un homogeneizador de 
tejidos en 1 ml y 3 ml de buffer de extracción ((NH4)2CO3 50 mM pH:8–Triton X-100 
0,02%), respectivamente. Una vez obtenidos los homogenatos, se centrifugaron a 10000 rpm 
durante 10 minutos y una alícuota de los sobrenadantes obtenidos se utilizó para la 
cuantificación de proteínas totales mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, Pierce 
Biotechnology) utilizando seroalbúmina bovina (BSA) como estándar de concentración. 
Finalmente los extractos fueron congelados a -40°C hasta su uso. 
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Cuantificación de citoquinas y quemoquinas en extractos de epidermis y dermis  
Los niveles de TNF-α, IL-6 e IL-10 fueron determinados mediante ensayos de ELISA 
no-competitivos comerciales, con amplificación de la señal (BD Bioscience). Los valores de 
concentración obtenidos fueron normalizados a los valores de proteínas de cada muestra y los 
resultados fueron expresados como pg de citoquina o quemoquina / mg de proteína.  
 
5. Evaluación del infiltrado inflamatorio en la piel 
5.1. Infiltrado de neutrófilos 
Transcripción de quemoquinas 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificaron los genes de 
CXCL-1 y CXCL-2. 
Expresión de quemoquinas 
A partir de los extractos de epidermis y dermis obtenidos según el punto 4.1., se 
cuantificaron los niveles de CXCL-1 (KC-1). 
Análisis histológico 
Se procedió al análisis de la descripción histopatológica realizada según el punto 1.2. 
Frotis de sangre periférica 
Se tomó una muestra de sangre de los ratones irradiados y de los controles sin irradiar, a 
las 24 horas u 8 días posteriores a la única o última irradiación. Se colocó una gota de sangre 
en un portaobjetos y se procedió a realizar un extendido de la misma. Una vez secas, se 
procedió a la tinción de las muestras con May-Grünwald/Giemsa.  
Inmunofluorescencia para la detección de células Mieloperoxidasa positivas 
Para poder evaluar el infiltrado celular se realizó una inmunomarcación de 
mieloperoxidasa (MPO), ya que esta enzima está presente en altas concentraciones en los 
gránulos citosólicos de los neutrófilos. Luego de la rehidratación de los cortes montados en 
parafina, las muestras fueron incubadas con una dilución 1:100 del anticuerpo monoespecífico 
anti-MPO (Neomarkers), durante 16 horas a 4°C. Luego de 3 lavados con PBS, las muestras 
fueron incubadas con una dilución 1:100 del anticuerpo secundario anti-IgG de ratón 
conjugado con fluoresceína (Bethyl), durante 30 minutos a 37°C. Finalmente, los cortes 
fueron lavados 3 veces en PBS, incluyendo Höesch 33342 como contracolor en el primer 
lavado, y montados con glicerina:PBS (9:1). Se realizó la observación en microscopio de 
fluorescencia Olympus BX-51.  
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5.2. Infiltrado de monocitos /macrófagos 
Transcripción de quemoquinas 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificó el gen de CCL-2. 
Expresión de quemoquinas 
A partir de los extractos de epidermis y dermis obtenidos según el punto 4.1., se 
cuantificaron los niveles de CCL-2 (MPC-1). 
Análisis histológico 
Se procedió al análisis de la descripción histopatológica realizada según el punto 1.2. 
 
5.3. Infiltrado de linfocitos 
Transcripción de quemoquinas 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificó el gen de CXCL-
12. 
 
6. Alteraciones en la vasculatura cutánea 
Transcripción de VEGF-α 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificó el gen de VEGF-
α. 
Linfoangiografía 
Para la visualización macroscópica de los vasos linfáticos se utilizó el método de 
coloración con Azul de Evans según lo descripto previamente por (Kajiya et al. 2006). 
Brevemente, luego de 2, 6, 24 horas y 8 días de la única o última irradiación, se inyectó de 
forma intradérmica 1μl de una solución de Azul de Evans al 1 % en la cara externa de la oreja 
de cada ratón. Lo mismo se realizó con el grupo de ratones no irradiados. Las orejas fueron 
fotografiadas a los 30 segundos, 1 minuto y 3 minutos post inyección, evaluándose 
visualmente la extensión de los vasos linfáticos teñidos. 
 
7. Respuesta Antimicrobiana 
Transcripción de AMPs 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificaron los genes de 
β-Defensina-14 (β-Def-14) y Catelicidina (CRAMP). 
Transcripción de TLRs 
Con las muestras de ADNc obtenidas según el punto 4.1., se amplificaron los genes de 
TLR-2, TLR-3 y TLR-4. 
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Marcación de TLRs para citometría 
A partir de las suspensiones celulares obtenidas en el punto 3., se procedió al estudio de 
las poblaciones células de epidermis que expresan TLRs se utilizaron los siguientes 
anticuerpos específicos para moléculas de ratón (BD Bioscience), en una dilución 1:100 en 
PBS con un 10% de SFB, anti-TLR-2-FITC y anti-TLR-4- PE, con sus correspondientes 
controles de isotipo. 
 
8. Cuantificación de 25(OH)Vitamina D3 en homogenatos de epidermis, dermis y suero 
Cuantificación de 25(OH)Vitamina D3 en homogenatos de epidermis y dermis 
Se extrajo parte de la piel del lomo de los animales y se colocó el tejido en un baño de 
agua destilada a 60º durante 30 segundos. A continuación la epidermis se separó de la dermis 
mediante el uso de pinzas y bisturí. Cada tejido, epidermis y dermis, se homogeneizó por 
separado en un buffer salino ((NH4)2CO3 50mM-Tritón X-100 0,02%). Para la determinación 
de los niveles de 25(OH)Vitamina D3, se utilizó la técnica de RIA (Diasorin). De acuerdo a 
las indicaciones del fabricante, la técnica consiste en 2 etapas. La primera involucró una 
rápida extracción de metabolitos hidroxilados, entre ellos la 25(OH)Vitamina D3, mediante el 
uso de acetonitrilo. Luego, se incubaron juntos el anticuerpo específico para la 
25(OH)Vitamina D3, la muestra y el trazador, durante 90 minutos a 20-25ºC. A continuación 
siguió la fase de separación mediante el agregado de un anticuerpo secundario, 20 minutos a 
20-25ºC, para favorecer la precipitación del inmunocomplejo. Se separó el sobrenadante y se 
leyó la radioactividad en un contador de centelleo sólido. Se calculó la concentración de 
vitamina en la muestra utilizando una curva patrón.  
 
Cuantificación de 25(OH) Vitamina D3 en sueros 
A partir de las muestras de suero previamente obtenidas, se realizó el mismo 
procedimiento que en el punto anterior. 
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METODOLOGÍA EMPLEADA EN EL CAPÍTULO II: Evaluación de la Respuesta 
Inmune Adquirida 
1. Estudio de poblaciones celulares 
Obtención de células de ganglios drenantes de la piel y de bazo 
Luego del sacrificio de los ratones, se procedió a la extracción de los ganglios 
inguinales y axilares de ambos lados. Los órganos fueron disgregados empleando un 
homogeneizador de tejidos en 1 ml de PBS-SFB al 10%, con el fin de obtener suspensiones 
celulares. 
 
1.1. Recuento de células totales en ganglios inguinales, ganglios axilares y bazo 
Las suspensiones celulares obtenidas en el punto 1. fueron contadas en cámara de 
Newbauer. 
 
1.2. Evaluación de las poblaciones de LT en ganglios inguinales, ganglios axilares y bazo 
A partir de las suspensiones celulares obtenidas en el punto 1.2., se realizaron 
marcaciones de superficie utilizando los siguientes anticuerpos específicos para moléculas de 
ratón (BD Bioscience) en una dilución 1:100 en PBS con un 10% de SFB: anti-CD3ε-FITC; 
anti-CD4-AlexaFluor 647; anti-CD8-PE, anti-TCRγδ-PE, con sus correspondientes controles 
de isotipo. Las células se incubaron 30 minutos a 4ºC. Luego de 2 lavados con PBS con un 
10% de SFB, las células fueron resuspendidas en PBS y analizadas en el citómetro de flujo; o 
bien, fijadas con p-formaldehído 2% y analizadas a las 24 horas por citometría de flujo. Se 
procesaron 40.000 eventos en el citómetro de flujo. Se realizó un gráfico de puntos de los 
eventos positivos para CD3 en función de los eventos positivos para CD4 y otro gráfico de 
puntos de los eventos positivos para CD3 en función de los eventos positivos para CD8. De 
esta manera se calculó el porcentaje de LT CD4+ y LT CD8+. Por otro lado, se realizó un 
gráfico de puntos de los eventos positivos para CD3ε en función de los eventos positivos para 
TCRγδ. Se seleccionó el cuadrante que resultó positivo para los eventos CD3ε y TCRγδ, y de 
esta manera se calculó el porcentaje LTγδ. 
 
1.3. Evaluación de las poblaciones de células presentadoras de antígenos en ganglios 
inguinales y ganglios axilares 
Se procedió de igual manera que en el punto anterior, utilizándose una dilución 1:100 en 
PBS con un 10% de SFB de los siguientes anticuerpos de superficie específicos para 
moléculas de ratón: anti-CD11c-PE y anti-CD80-FITC, con sus correspondientes controles de 
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isotipo. Luego de 2 lavados con PBS con un 10% de SFB, las células se resuspendieron en 
PBS o se fijaron en p-formaldehido 2% y a las 24 horas se procesaron 100.000 eventos en el 
citómetro de flujo. Se realizó un histograma de las células CD11c+ y se seleccionaron las 
células positivas. Así se determinó el porcentaje de células CD11c totales. Luego se realizó un 
gráfico de puntos de los eventos positivos para CD11c en función de los eventos positivos 
para CD80. El cuadrante superior derecho representa las CDs activadas, el cuadrante superior 
izquierdo representan las CDs sin activar, mientras que el cuadrante inferior derecho 
representa otras CPAs activadas (LB, macrófagos). 
 
2. Evaluación de la respuesta inmune adaptativa celular inespecífica 
2.1. Proliferación de LT en ganglios inguinales y axilares y en bazo. 
Las suspensiones celulares obtenidas en el punto 1.1. se llevaron a una concentración 
final de uso de 4x106 células/ml, en RPMI suplementado con 10% SFB 1% PSG (Penicilina 
50 μg/ml – Streptomicina 50 U/ml - Glutamina). En una placa de 96 pocillos, se colocaron 
100 μl de cada suspensión celular por pocillo, por triplicado. Las células fueron incubadas con 
100 μl del mitógeno de LT Concanavalina A (ConA) (Sigma Aldrich) en las siguientes 
concentraciones: 4; 2; 1; 0,5 y 0,25 μg/ml en RPMI suplementado con 10% SFB 1% PSG. Se 
realizó un control de proliferación basal, en el cual a las células se les agregó el medio de 
cultivo suplementado en ausencia de mitógeno. Luego de 72 horas de incubación a 37ºC con 
una pCO2 del 5%, los sobrenadantes fueron colectados y mantenidos a -70ºC. La proliferación 
celular en cada pocillo se evaluó utilizando MTT (Life Technologies). Se colocaron 200 μl de 
una solución de MTT 0,5 mg/ml en RPMI suplementado. Luego de 4 horas de incubación en 
las mismas condiciones de cultivo antes descriptas, se retiró el sobrenadante de los pocillos y 
se adicionaron a cada uno 180 μl de Dimetil Sulfóxido (Merck) con el fin de resuspender los 
cristales de formazán formados y depositados en el fondo de cada pocillo. Finalmente, se 
procedió a la lectura de la densidad óptica (DO) de cada pocillo a 540 nm, en un lector de 
placas multipocillo (Nunc Maxisorp). Se calculó el índice de proliferación (IP) como la 
relación entre la DO de una condición de células estimuladas con el mitógeno y la DO de su 
control de proliferación basal.  
Una vez determinada la concentración óptima de ConA, se procedió de igual manera 
que la descripta anteriormente pero utilizando esta concentración como única.  
 
 
M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s  | 63 
 
2.2. Cuantificación de citoquinas en sobrenadantes de cultivo de células de ganglios 
inguinales, ganglios axilares y bazo, estimuladas con ConA. 
Los niveles de IFN-γ, IL-4 e IL-10 fueron determinados mediante ensayos de ELISA 
no-competitivos comerciales, con amplificación de la señal (BD Bioscience). Los resultados 
fueron expresados como pg/ml de citoquina.  
 
3. Evaluación de la respuesta inmune celular específica  
Reacción de hipersensibilidad de contacto (CHS) 
Los ratones fueron irradiados con ambos protocolos de irradiación, pero con la salvedad 
de que en este ensayo las orejas no fueron expuestas a la radiación UV. Luego de 24 horas u 8 
días de la única o última irradiación, los ratones fueron sensibilizados en el abdomen con 150 
μl de una solución de oxazolona (OXA) al 3% en Etanol. Al cabo de 6 días, se midió el grosor 
de las orejas, como medida de grosor basal, pre-desafío. A continuación, las orejas fueron 
desafiadas con 10 μl de una solución de OXA al 1% en Etanol en cada lado de la oreja. Al 
cabo de 24 horas se midió el grosor de la oreja post-desafío. Los resultados se expresaron 
como una medida de variación del grosor de la oreja (∆T), siendo ∆T=(grosor de la oreja 24 
horas post-desafío - grosor de la oreja pre-desafío).  
 
4. Evaluación de la respuesta inmune humoral específica 
Inmunización de ratones irradiados con Toxoide Tetánico (TT) 
Luego de que los ratones recibieran su correspondiente protocolo de irradiación, se 
realizó una sangría pre-inmune con el fin de obtener el suero pre-inmune y poder determinar 
el nivel de anticuerpos específicos previo a la inmunización. A las 24 horas u 8 días luego de 
la única o última irradiación, se administró por única vez, por vía subcutánea 200 μl de la 
vacuna anti-tetánica Tetanol-Pur® (TT adsorbido a hidróxido de aluminio), en una dilución 
1:2,5 en PBS. El mismo procedimiento se realizó en ratones no irradiados. Luego de 21 días, 
los ratones fueron anestesiados y luego sangrados a blanco y los sueros obtenidos se 
conservaron a -20ºC hasta su uso.     
 
Titulación de los sueros anti-TT  
El título de anticuerpos específicos de los sueros pre-inmunes e inmunes se determinó 
mediante un ELISA indirecto. Para ello se sensibilizaron los pocillos de una placa de ELISA 
(Nunc Maxisorp) con 1μg de toxoide tetánico no adsorbido a hidróxido de aluminio (Instituto 
Biológico de La Plata) contenido en 100 μl de PBS, durante 16 horas a 4ºC. Luego se lavaron 
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los pocillos con PBS-Tween 20 (0,05%) y se bloquearon los pocillos con una solución de 
leche descremada al 3% en PBS, durante 1 hora a 37ºC. A continuación, luego del lavado de 
los pocillos, se realizaron diluciones seriadas en orden 2 del suero en leche descremada al 1 % 
en PBS, partiendo de una dilución 1/100. Tras 1 h de incubación a 37ºC, se lavaron los 
pocillos de igual manera que en la etapa anterior. Luego, se incubó durante 1 h a 37ºC con 
100 μl de anticuerpos anti-IgGtotal, IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 e IgA de ratón, conjugado 
con peroxidasa (Bethyl) en una dilución 1/5000 en leche descremada al 1% en PBS. Luego de 
5 lavados, se reveló con 100 μl de TMB (Life Technologies) durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. La reacción enzimática fue interrumpida por el agregado de 50 μl de 
H2SO4 4N. Se leyó la absorbancia a 450 nm en un lector de multiplaca (Multishank-EX 
Thermo Scientific).  
 
METODOLOGÍA EMPLEADA EN EL CAPÍTULO III: Evaluación de la Respuesta 
Inmune frente a una infección 
Crecimiento de las cepas bacterianas  
Las cepas S. aureus Newman y USA300 LAC fueron gentilmente provistas por la Dra. 
Marisa Gómez (IMPAM-CONICET). Ambas cepas fueron descongeladas desde el stock de -
80 °C en medio TSA haciendo estrías por agotamiento. Las placas de TSA se incubaron a 37 
°C durante toda la noche. Se preparó un cultivo de inicio para cada cepa en 5 ml de medio 
líquido TSB partiendo de una única colonia aislada. Cada cultivo se incubó a 37°C con 
agitación (200 rpm) durante 16 horas aproximadamente. Desde el cultivo de inicio se realizó 
una dilución 1/100 para obtener un cultivo en medio TSB a una DO600nm = 0,05. El cultivo se 
incubó a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO600nm = 0,8. Se tomaron 10 ml de cada cultivo 
y fueron luego centrifugados durante 10 minutos a 10000 rpm y cada pellet fue resuspendido 
en PBS estéril para obtener inóculos de 1x109, 1x108 y 1x107 UFC/ml, utilizados en la puesta 
a punto del modelo en ratones normales no irradiados. Se tomó una alícuota de cada cultivo 
para hacer los plaqueos para determinar las UFC presentes en el cultivo preparado. 
Para la obtención de la bacteria muerta por calor, la muestra se incubó a 90 °C durante 2 
horas y luego se plaquearon 100 µl para verificar que el cultivo ha sido completamente 
inactivado por calor. 
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1. Establecimiento del modelo de infección cutánea  
1.1. Elección de la cepa de S. aureus a utilizar durante la infección 
Se utilizaron las dos cepas de S. aureus mencionadas en el párrafo anterior, ambas 
provenientes de aislamientos clínicos: la Cepa Newman y la Cepa USA300 LAC. Grupos de 
ratones hairless normales (no irradiados) fueron inoculados por vía subcutánea con 1x106 
UFC/ratón para cada bacteria (100 µl de una suspensión de S. aureus de 1x107 UFC/ml). El 
seguimiento de la infección se realizó durante 3 días mediante la observación y medición de 
los abscesos formados. 
 
1.2. Elección del inóculo de S. aureus (USA300 LAC) 
La cepa de S. aureus USA300 LAC fue cultivada en las condiciones descriptas 
anteriormente. Grupos de 4 ratones hairless normales (no irradiados) fueron inoculados en 2 
condiciones: 1x107 y 1x108 UFC/ratón (100 µl de suspensiones de S. aureus de 1x108 y 1x109 
UFC/ml, respectivamente). La infección fue evaluada mediante: la determinación del peso de 
los animales y del tamaño de los abscesos a los días 1 y 6 post-infección, la valoración de la 
concentración sérica de IL-6 (según el punto 2.2 del presente apartado) y la determinación de 
la presencia de bacterias en bazo y pulmón a los 6 días post-infección (según el punto 2.5 del 
presente apartado). 
 
2. Ensayo de Infección con S. aureus (USA300-lac) en ratones expuestos a diferentes 
dosis de RUV y ratones control no irradiados.  
Ratones hairless fueron irradiados con una daUV o con dbrUV según lo descripto 
previamente. Luego de 24 horas de la única o última exposición, se determinó el peso inicial 
de los animales y a continuación los mismos fueron inoculados por vía subcutánea con 1x108 
UFC de S. aureus de la cepa USA300 LAC en 0,1 ml de PBS. 
 
2.1. Seguimiento de la infección 
Durante los 6 días subsiguientes a la infección se realizó el seguimiento del peso de los 
ratones cada 24 horas al mismo tiempo que se determinó la longitud (L) y el ancho (A) del 
absceso utilizando un calibre. Estas dimensiones se utilizaron para calcular el área del x (L/2) 
x (A/2)]. A los 6 días post-infección (p.i.) los ratones fueronabsceso [Área = sacrificados y 
se procedió a la extracción de los abscesos, del bazo y de los pulmones. 
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2.2.  Determinación de los niveles séricos de IL-6 
Se tomaron 4 muestras de sangre de todos los animales de los 3 grupos experimentales: 
antes del comienzo de la irradiación (condición basal), 24 horas después de la irradiación (en 
el momento previo a la infección), 5 horas post-infección y 6 días post-infección (tiempo 
final). Sobre cada muestra se realizó la cuantificación de IL-6 utilizando un ensayo de ELISA 
nocompetitivo comercial, con amplificación de la señal (BD Bioscience; R&D Systems). Los 
resultados se expresaron como pg citoquina / ml de suero. 
 
2.3. Recuento de bacterias en los abscesos 
Los abscesos fueron homogeneizados mediante el uso de un homogeneizador de tejidos 
en 1 ml de PBS. Se sembraron 100 µl de los homogenatos de los abscesos sin diluir y en 
diluciones 1/100 y 1/10.000 en agar Manitol. Se incubaron las placas a 37°C en estufa durante 
24 horas y se cuantificaron las colonias amarillas típicas de S. aureus debido a la 
fermentación del manitol produciendo viraje del medio. 
 
2.4. Cuantificación de citoquinas en homogenatos de abscesos de ratones infectados 
Los homogenatos de los abscesos previamente obtenidos se centrifugaron a 10.000 rpm 
durante 10 minutos y se separó el sobrenadante para la cuantificación de proteínas totales 
mediante el método del ácido bicinconínico (BCA, Pierce Biotechnology) y de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1β; IL-6 y TNF-α), quemoquinas (CXCL-1), citoquinas regulatorias (IL-
10), citoquinas Th1 (IFN-γ), Th2 (IL-4) y Th17 (IL-17). Se realizaron ensayos de ELISA no-
competitivos comerciales, con amplificación de la señal (BD Bioscience; R&D Systems). Los 
resultados se expresaron como pg citoquina / mg proteína. 
 
2.5. Recuento de bacterias en bazo y pulmón 
Los pulmones y el bazo de cada uno de los animales fueron disgregados mediante el uso 
de una malla metálica y el émbolo de una jeringa en 1 ml de PBS estéril. El mismo 
procedimiento se realizó a partir de homogenatos de pulmón sembrándose sólo el homogenato 
sin diluir. En paralelo, se sembraron 100 µl de homogenatos de bazo sin diluir y en diluciones 
1/100, 1/10.000 y 1/1.000.000 en agar TSA y se procedió al recuento de colonias a las 24 
horas p.i. 
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2.6. Evaluación de la respuesta celular específica. Ensayo de proliferación antígeno 
específico 
Sobre cada suspensión celular obtenida a partir de la disgregación del bazo de cada 
animal se realizó el recuento de células, para lo cual las mismas se diluyeron en una solución 
de lisis para glóbulos rojos y se contaron en cámara de Neubauer. Las suspensiones celulares 
se llevaron a una concentración final de uso de 4x106 células/ml, en RPMI suplementado con 
un 10% de SFB, 50 μg/ml de estreptomicina y 50 U/ml de penicilina. En una placa de 96 
pocillos, se colocaron 100 μl de cada suspensión celular por pocillo, por triplicado. Las 
células fueron incubadas con 100 μl de una suspensión conteniendo 2x108 UFC/ml de S. 
aureus (USA300 LAC) muerto por calor. Se realizó un control de proliferación basal, en el 
cual a las células se les agregó el medio de cultivo suplementado en ausencia de bacteria y un 
control de proliferación inespecífica, en el cual se estimuló a las células con 2 µg/ml de ConA 
(Sigma Aldrich) en RPMI suplementado. Se realizó este esquema de trabajo en dos placas 
separadas pero sembradas de igual manera, una fue utilizada para revelar la proliferación, 
mientras que la otra para colectar el sobrenadante de cultivo. Luego de 78 horas de incubación 
a 37ºC con una pCO2 del 5%, se agregó en todos los pocillos 1 µCi de [3H] Timidina 
(PerkinElmer) y 18 horas después se cosecharon las células y se midieron las cuentas por 
minuto (cpm) correspondientes a cada pocillo empleando un contador de centelleo líquido 
(Packard Insrument Company Inc.). 
En paralelo al revelado de la proliferación, se colectaron en la otra placa los 
sobrenadantes de proliferación que fueron mantenidos a -70ºC. En estos sobrenadantes se 
cuantificaron citoquinas Th1 (IFN-γ), Th2 (IL-4) y Treg (IL-10). Se realizaron ensayos de 
ELISA no-competitivos comerciales, con amplificación de la señal (BD Bioscience; R&D 
Systems). Los resultados se expresaron en pg/ml. 
 
2.7. Evaluación de la respuesta humoral específica. Titulación de anticuerpos anti-S. 
aureus. 
El título de anticuerpos específicos de los sueros pre-inmunes (obtenidos en el momento 
previo a la infección) e inmunes (obtenidos a los 6 días p.i.) se determinó mediante un ELISA 
indirecto. Para ello se sensibilizaron los pocillos de una placa de ELISA (Nunc Maxisorp) con 
50 µl de 5x108 UFC/ml de S. aureus (USA300 LAC) muerto por calor en Buffer Carbonato 
(15mM Na2CO3; 3 mM NaHCO3; pH=9,6), durante 16 horas a 4ºC. Luego se lavaron los 
pocillos con PBS-Tween 20 (0,05%) y se bloquearon los pocillos con 200 µl de una solución 
de PBS-BSA al 1 %, durante 1 h a 37ºC en cámara húmeda. A continuación, luego del lavado 
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de los pocillos, se realizaron diluciones seriadas en orden 2 del suero en PBS-BSA al 1 %, 
partiendo de una dilución 1/100, tanto para la medición de Acs IgG como para los Acs IgM. 
Tras 1 h de incubación a 37ºC en cámara húmeda, se lavaron los pocillos de igual manera que 
en la etapa anterior. Luego, se incubó durante 1 h a 37ºC en cámara húmeda con 50 μl de 
anticuerpos anti-IgGtotal o anti-IgM conjugados con peroxidasa (Bethyl), según correspondía, 
en una dilución 1/5000 en PBS-BSA al 1% en PBS. Luego de 5 lavados, se reveló con 50 μl 
de TMB (Life Technologies) durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reacción 
enzimática fue interrumpida por el agregado de 50 μl de H2SO4 4N. Se leyó la absorbancia a 
450 nm en un lector de multiplaca (Multishank-EX Thermo Scientific). 
 
Análisis Estadístico 
Para todos los experimentos se emplearon 5 ratones por grupo. Todos los valores son 
presentados como la media ± el desvío estándar. La significación estadística fue evaluada 
utilizando análisis de la varianza (ANOVA). En los casos en los que las variables presentaron 
distribución normal y homoscedasticidad se emplearon ANOVA paramétricos y test a 
posteriori de Student Newman Keuls, mientras que si la distribución no era normal en alguna 
variable o bien las variables no eran homoscedásticas se emplearon ANOVA no paramétricos 
con test a posteriori de Dunn. Para el análisis de contingencia se empleó la prueba exacta de 
Fischer.  
Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos e indicados en 
los gráficos. Los análisis gráficos fueron realizados con el programa GraphPad Prism 5.0 
(GraphPad software, USA) y los análisis estadísticos con el programa GraphPad Instat 3.0 
(GraphPad Software).   
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Resultados Capítulo I 
Evaluación del efecto de la RUV sobre la piel 
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1. ALTERACIONES CUTÁNEAS MACRO Y MICROSCÓPICAS EN LA PIEL DE 
RATONES EXPUESTOS A DISTINTAS DOSIS DE RUV 
1.1. Observación macroscópica 
Con el objetivo de iniciar el estudio comparativo del efecto de distintas dosis de RUV 
sobre la piel, se analizó en primer lugar el aspecto de la piel del lomo de los animales de los 
distintos grupos. En aquellos ratones que recibieron una daUV se observó una coloración 
rosada de mayor intensidad que en los animales control 24 horas post-UV. Este eritema 
evolucionó a graves quemaduras en el lomo de los ratones, con zonas ampolladas y 
necróticas a los 8 días de esa misma irradiación. Por el contrario, luego de que los animales 
fueran expuestos a dbrUV la piel presentaba un aspecto similar al de un ratón no expuesto a 
RUV, tanto a las 24 horas como a los 8 días post-UV (Figura 22). 
 
 
Figura 22. Observación macroscópica del efecto de la exposición de la piel a 
distintas dosis de RUV. En la figura se presenta la imagen de un ratón representativo 
de cada grupo. 
 
 
 
R e s u l t a d o s  C a p í t u l o  I  | 71 
 
1.2. Análisis histológico. Evaluación del grosor epidémico. 
Debido a que la RUV impacta directamente sobre la piel, se decidió evaluar cómo se 
modifica la epidermis luego de las distintas exposiciones a la RUV. Para ello se extrajo una 
porción de la piel del lomo de cada animal y se realizaron los correspondientes cortes 
histológicos, que fueron posteriormente teñidos con H&E (Figura 23); siendo también el 
groso epidérmico determinado para cada animal (Figura 24). 
Los ratones control presentaron un epitelio íntegro, conservando todos los estratos 
característicos del mismo (Figura 23a).  
Por el contrario, los animales expuestos a una daUV presentaron alteraciones 
histológicas muy importantes en la epidermis. Al analizar los cambios producidos a las 24 
horas post irradiación, el epitelio se encontraba notoriamente alterado, con una pérdida de 
la arquitectura normal, conservando únicamente la capa basal de queratinocitos habiendo 
perdido casi por completo el resto de los estratos que lo componen. Sin embargo, al 
visualizar la epidermis a los 8 días post-UV, la misma se encontraba en un proceso de 
hiperproliferación, con una marcada hiperplasia del epitelio en el que se pudieron visualizar 
todos sus estratos. Esta mayor proliferación de los queratinocitos sería la consecuencia de 
un proceso de regeneración del tejido para contrarrestar el daño ocasionado por dicha 
exposición (Figura 23b y c). 
La respuesta del epitelio frente a la exposición con dbrUV difirió completamente de 
lo observado anteriormente. A las 24 horas post-UV se observó una clara hiperplasia del 
epitelio que fue de menor magnitud a la visualizada luego de 8 días de una daUV. Luego de 
8 días de las dbrUV, si bien el epitelio continuaba aumentado, este incremento fue menor 
que a las 24 horas (Figuras 23d y e).  
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Figura 23. Cortes histológicos teñidos con H&E de pieles de animales no 
irradiados y animales expuestos a diferentes dosis de RUV. Imágenes 
representativas de un animal de cada grupo. a) Piel de ratón control (no expuesto a 
RUV, SI) en el que se puede apreciar la integridad de la epidermis y parte de la dermis. 
b) Piel de ratón 24 hs luego de una daUV. c) Piel de ratón 8 días luego de una daUV. 
d) Piel de ratón 24 hs luego de dbrUV. e) Piel de ratón 8 días luego de dbrUV. 
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En cada corte histológico se midió el grosor epidérmico y los resultados pueden 
observarse en la Figura 24. 
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Figura 24. Determinación del grosor epidérmico. * p<0,05, ***p<0,001 vs. control 
sin irradiar (SI), excepto donde se indica con una barra. 
 
1.3. Estudio histopatológico 
Se decidió realizar un análisis histo-patológico sobre los cortes de tejido teñidos con 
H&E, con el objetivo de poder evaluar en mayor profundidad diferentes parámetros 
estructurales y poblacionales de la piel que se detallan en las Tablas 5 y 6. El contenido de 
cada tabla se irá profundizando en los distintos apartados del capítulo. 
 
Tabla 5. Caracterización histológica de la piel de ratones control y ratones expuestos a daUV 
Característica 
Control Tiempo post-daUV 
0 h 2 hs 6 hs 24 hs 8 días 
Epidermis Delgada Delgada 
Delgada con 
células apoptóticas 
en capa basal. 
Estrato córneo y 
granuloso 
conservado 
Necrosis 
epidérmica 
(predominio 
estrato de 
espinoso y 
basal) y erosión 
focal 
Hiperqueratosis e 
hiperplasia 
acantopapilomatosa. 
Reepitelización con 
mitosis aisladas 
Granulomas 
Histiocitos 
Epiteloides 
y CGM + 
PMN 
Ausencia 
o mínima 
presencia 
Regular número en 
dermis profunda 
Mayor tamaño 
que el grupo 
control. 
Histiocitos 
epiteloides y 
CGM 
Múltiples 
granulomas 
pequeños peri e 
intrafoliculares en 
dermis profunda 
Edema 
dérmico Ausente Moderado 
Marcado edema 
intersticial Leve Leve 
Vasocongestión Ausente Moderado Leve a moderada Leve En dermis superficial 
Infiltrado 
PMN Presentes Escaso 
Leve infiltrado 
difuso 
Numerosos 
PMN en dermis Regular número 
Infiltrado 
linfocitario Presentes Escaso 
Moderado 
infiltrado 
inflamatorio 
Denso infiltrado 
intersticial y 
perigranuloma 
Denso infiltrado 
inflamatorio crónico 
en dermis profunda 
Abreviaturas utilizadas en la tabla: CGM: células grandes multinucleadas, PMN: polimorfonucleares. 
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Tabla 6. Caracterización histológica de la piel de ratones control y ratones expuestos a dbrUV 
Característica Control 
Tiempo post-dbrUV 
2 hs 6 hs 24 hs 8 días 
Epidermis Delgada Conservada 
Leve 
hiperqueratosis. 
Espongiosis basal. 
Discreta acantosis 
alternante 
Focos de 
acantosis. 
Mitosis 
aisladas 
Alterna leve 
acantosis con 
adelgazamiento 
epidérmico. 
Mitosis aisladas 
Granulomas 
Histiocitos 
Epiteloides y 
CGM + PMN 
Histiocitos 
Epiteloides 
y CGM + 
PMN 
Pocos a ausentes Escasos Escasos 
Edema 
dérmico Ausente Intenso Leve a moderado Escaso Ausente 
Vasocongestión Ausente Marcada Moderada 
Leve a 
predominio 
profunda 
Leve a moderada 
Infiltrado 
PMN Presentes Presentes Presentes Escasos 
Alrededor de 
granulomas + 
leve infiltrado 
intersticial 
Infiltrado 
linfocitario 
Alrededor de 
granulomas 
Escaso con 
patrón 
perivascular 
Mínimo Mínimo Escaso 
Otros    
Fibrosis 
dérmica Fibrosis dérmica 
 
 
2. EVALUACIÓN DE ALTERACIONES DE LA FUNCIONALIDAD 
MITOCONDRIAL 
2.1. Potencial de membrana mitocondrial 
Con el fin de estudiar cómo se modifica la funcionalidad mitocondrial de las células 
epidérmicas de los ratones expuestos a diferentes dosis de RUV, utilizamos la sonda 
potenciométrica DiOC6 la cual disminuye su fluorescencia verde a medida que se produce 
la despolarización. Al analizar las células de la epidermis de ratones expuestos a una daUV, 
se observó que a las 24 horas el porcentaje de células con mitocondrias polarizadas había 
disminuido, proceso que se intensificó a los 8 días (Figuras 25a y b) . Estos resultados 
indican que las células se encontraban en un estado de menor actividad metabólica. Por el 
contrario, a las 24 horas de la exposición a dbrUV, se detectó un mayor porcentaje de 
células con mitocondrias polarizadas, volviendo a los valores normales a los 8 días de dicha 
exposición. Las células expuestas a dbrUV presentaron un estado de mayor actividad 
metabólica (Figuras 25a y b). 
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Figura 25. Determinación del potencial de membrana mitocondrial. a) Histograma 
en el que se muestra el resultado de un ratón representativo de cada grupo. P: células 
con mitocondrias polarizadas, NP: células con mitocondrias no polarizadas o 
despolarizadas. b) Gráfico de barras en donde se representa el porcentaje de células con 
mitocondrias polarizadas. * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 vs. control sin irradiar 
(SI).    
 
2.2. Producción mitocondrial de anión superóxido en células de la epidermis 
La producción de O2.- en las células de la epidermis se determinó por citometría de 
flujo, empleando la sonda MitoSOX-Red, la cual se localiza en la mitocondria y al ser 
oxidada por el O2.- aumenta su fluorescencia roja. 
Luego de 24 horas de recibir una daUV, el porcentaje de células con mitocondrias 
productoras de O2.- disminuyó respecto de los porcentajes normales (Figuras 26a y b). Esto 
se podría deber principalmente, a que 24 horas luego de dicha irradiación el epitelio se 
encuentra prácticamente destruido y los queratinocitos basales destinarían su maquinaria 
biosintética a la regeneración del epitelio. A los 8 días, momento en el que el epitelio se 
encuentra en un estado de hiperproliferación, el porcentaje de estas células se encontró 
notablemente incrementado.  
Al analizar las células de la epidermis de aquellos ratones que fueron expuestos a 
dbrUV se observó que tanto a las 24 horas como a los 8 días post-dbrUV el porcentaje de 
células con mitocondrias productoras de O2.- se encontraba disminuido (Figura 26a y b). 
 
a) 
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Figura 26. Producción mitocondrial de anión superóxido en células de la 
epidermis. a) Histograma en el que se muestra el resultado de un ratón representativo 
de cada grupo. MitoSOX-Red+ indica la población de células positivas para la sonda. b) 
Gráfico de barras en donde se representa el porcentaje de células con mitocondrias 
productoras de O2.-. * p<0,05, ** p<0,01 y *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI). 
 
 
3. EVALUACIÓN DE LAS POBLACIONES CELULARES RESIDENTES EN LA 
EPIDERMIS DE RATONES EXPUESTOS A DISTINTAS DOSIS DE RUV 
La exposición de la piel a la RUV genera cambios en la arquitectura del epitelio. Es 
por este motivo que se buscó determinar cómo esos cambios alteran al componente celular 
del sistema inmune cutáneo.  
 
3.1. Determinación de células CD3- CD49b+ 
La molécula CD49b es una α integrina que se encuentra presente en diferentes tipos 
celulares, como los LT, las células NK, los fibroblastos y en la membrana de los 
queratinocitos basales, y está involucrada en la adhesión de estas células a la membrana 
basal. Es por este motivo que se decidió evaluar la expresión de este marcador junto a CD3 
en la epidermis y buscar la población CD3- CD49b+, a modo de descartar a los LT 
intraepiteliales. 
Se observó un aumento del porcentaje de células CD3- CD49b+ en la epidermis de los 
ratones expuestos a una daUV, a las 24 horas de dicha exposición (Figura 27). Esto podría 
deberse a que en el momento en el que el epitelio se encuentra más destruido, aumenta el 
porcentaje de células que expresan la integrina que les permite adherirse a la membrana 
basal. Por el contrario, a los 8 días post-daUV el porcentaje de células que expresan CD49b 
tiende a disminuir. Esto ocurre al mismo tiempo en el que en la piel se observan claras 
quemaduras y zonas ampolladas, procesos que implican el desprendimiento de los 
queratinocitos basales de la membrana basal.  
a) 
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La exposición a dbrUV no modificó significativamente el porcentaje de células que 
expresan CD49b, aunque se evidenció una tendencia a que disminuyan a los 8 días post-
irradiación (Figura 27). 
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Figura 27. Porcentaje de células CD3- CD49+ en la epidermis de ratones control e 
irradiados. * p<0,05 vs. control sin irradiar (SI).  
 
3.2. Porcentaje de linfocitos en epidermis 
Las células CD3+ TCRγδ+ fueron cuantificadas en la epidermis de los distintos 
animales (Figura 28).  
Como consecuencia de la exposición a una daUV se evidenció una disminución del 
número de células CD3+ TCRγδ+ en la epidermis a las 24 horas post-UV, viéndose este 
efecto acentuado a los 8 días. Por el contrario, la exposición a dbrUV no modificó el 
número de células CD3+ TCRγδ+ en la epidermis de los ratones irradiados en ninguno de 
los tiempos evaluados. 
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Figura 28. Porcentaje de linfocitos T en células de epidermis de ratones control e 
irradiados con diferentes dosis de RUV. En el gráfico se compara el número de 
células CD3+ TCRγδ+ / mm2 de piel, de todos los grupos en estudio. * p<0,05; ** 
p<0,01 vs. control sin irradiar (SI).  
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4. CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE MEDIADORES INFLAMATORIOS 
Producto de la exposición de la piel a RUV se puede producir un daño inflamatorio 
del tejido. Por este motivo, se estudiaron los niveles de transcripción y de expresión de las 
citoquinas TNF-α, IL-6 e IL-10 en homogenatos de epidermis y dermis. 
 
4.1. Perfiles de transcripción de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en 
epidermis y dermis de ratones control e irradiados con distintas dosis de RUV 
Con el fin de evaluar los niveles de transcripción de los ARNm que codifican para las 
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α e IL-6) y anti-inflamatorias (IL-10), los animales 
fueron sacrificados a las 2, 6, 24 y 192 horas (8 días) post-UV. Para poder realizar un 
estudio cinético se trabajó con muestras de epidermis y dermis por separado.    
Para todas las citoquinas mencionadas se pudieron detectar niveles de trascripción 
basales en los ratones control. Respecto de las citoquinas pro-inflamatorias, los principales 
cambios se evidenciaron en epidermis. 
En aquellos ratones expuestos a daUV los niveles de transcripción de TNF-α no se 
encontraron alterados en las primeras horas evaluadas, disminuyendo respecto de los 
niveles normales a las 24 horas en dermis y a los 8 días en epidermis (Figura 29b y a). La 
transcripción de IL-6 en epidermis alcanzó su pico de inducción a las 6 horas post-daUV, 
retornando a los niveles basales a las 24 horas (Figura 29c). En dermis, por el contrario, los 
niveles de transcripción de IL-6 se encontraron disminuidos a las 6 horas post-UV y se 
mantuvieron indetectables durante los tiempos posteriores analizados (Figura 29d). 
 Al analizar los perfiles de transcripción en aquellos ratones expuestos a dbrUV, se 
observó a las 2 horas de haber sido expuestos a dicha irradiación, una leve y rápida 
inducción del ARNm de TNF-α en epidermis, para luego restablecer rápidamente los 
valores normales de transcripción, en tanto que en dermis no se observaron cambios 
(Figura 29a y b). En cuanto a la expresión del ARNm de IL-6, en epidermis los niveles de 
transcripción ya se encontraban aumentados a las 2 horas post-dbrUV, alcanzando el pico 
de inducción a las 6 horas (3,5 vs 1, valores respecto del control), manteniéndose elevado a 
las 24 horas y retornando a los valores basales a los 8 días (Figura 29c). En dermis, la 
transcripción de IL-6 no se vio modificada a tiempos cortos pero sí disminuyó 
notablemente a las 24 horas y 8 días post-irradiación, hasta alcanzar valores indetectables 
(Figura 29d). 
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Figura 29. Niveles de transcripción de TNF-α e IL-6 en epidermis (a y c) y dermis 
(b y d). Los gráficos muestran los niveles de transcripción de cada citoquina pro-
inflamatoria relativizadas a GAPDH, cuyos valores fueron normalizados al grupo 
control. Para cada citoquina se ilustra el gel correspondiente a la corrida electroforética 
del producto de PCR de un animal representativo de cada grupo y * p<0,05; ** p<0,01 
y *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI). 
 
Al analizar los niveles de transcripción de la citoquina anti-inflamatoria IL-10, se 
observó que en epidermis no se generaron cambios estadísticamente significativos en 
ninguno de los tiempos evaluados, con ninguna de las dosis de irradiación ensayadas 
(Figura 30a). En dermis, por el contrario, el pico de inducción se evidenció rápidamente a 
las 2 horas post-daUV (5 veces vs control), e intensamente a las 6 horas post-dbrUV (10 
veces vs control), volviéndose indetectables, en ambos casos, a tiempos mayores (Figura 
30b). 
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Figura 30. Niveles de transcripción de IL-10 en epidermis (a) y dermis (b). Los 
gráficos muestran los niveles de transcripción de la citoquina anti-inflamatoria 
relativizado a GAPDH, cuyos valores fueron normalizados al grupo control. Se ilustra 
el gel correspondiente a la corrida electroforética del producto de PCR de un animal 
representativo de cada grupo. * p<0,05; ** p<0,01 y *** p<0,001 vs. control sin 
irradiar (SI). 
 
 
4.2. Perfiles de expresión de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en 
epidermis y dermis de ratones control e irradiados con distintas dosis de RUV 
A continuación, para corroborar si los perfiles de transcripción de las citoquinas se 
reflejaban en aumentos o disminuciones de sus respectivas proteínas, se determinó la 
concentración de TNF-α, IL-6 e IL-10 en los homogenatos de epidermis y dermis de 
ratones control y ratones expuestos a las distintas dosis de RUV. 
La exposición a una daUV produjo un gran aumento de la producción de las 
citoquinas pro-inflamatorias. En epidermis, TNF-α aumentó rápidamente a las 2 horas post-
UV alcanzando los niveles máximos de expresión a las 24 horas de dicha irradiación (26,7 
vs 0,85 pg/mg de proteína del control sin irradiar). Si bien la producción de TNF-α 
disminuyó con el tiempo, aún a los 8 días post-UV se encontraron niveles 
significativamente elevados respecto de los niveles de expresión basal (4,23 pg/mg de 
proteína vs 0,85 pg/mg proteína del control sin irradiar) (Figura 31a). En dermis, la 
concentración de TNF-α se encontró disminuida en todos los tiempos evaluados luego de la 
exposición a una daUV (Figura 31b). Respecto de la concentración de IL-6, se observó un 
rápido aumento a las 2 horas en dermis (66,8 vs 4,38 pg/mg proteína, respecto del control) 
(Figura 31d), mientras que en epidermis el pico de secreción se detectó a las 24 horas post-
UV (77, 6 pg/mg de proteína vs 7,5 pg/mg proteína del control sin irradiar) (Figura 31c). 
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La exposición a dbrUV no ocasionó cambios en la secreción de TNF-α ni de IL-6 con 
respecto a los animales control, en ninguno de los tiempos evaluados, tanto en epidermis 
como en dermis (Figura 31a-d). 
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Figura 31. Cuantificación de TNF-α e IL-6 en homogenatos de epidermis (a y c) y 
dermis (b y d). Los resultados se expresan en relación a la concentración de proteínas 
totales (pg citoquina / mg proteína). * p<0,05, ** p<0,01 vs. control sin irradiar (SI).  
 
 
Ninguna de las condiciones de irradiación modificó significativamente los valores de 
IL-10 en epidermis ni en dermis, en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 32a y b). 
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Figura 32. Cuantificación de IL-10 en homogenatos de epidermis (a) y dermis (b). 
Los resultados de la citoquina se expresa en relación a la concentración de proteínas 
totales (pg citoquina / mg proteína). 
 
Llamativamente, no se encontró correlación entre los perfiles de transcripción y la 
producción de la proteína en los tejidos, en algunas citoquinas analizadas. En aquellos 
casos en los que los niveles de transcripción no se vieron modificados pero sí se encontró 
proteína en el tejido, podría deberse a que haya habido una rápida transcripción del gen que 
codifica para la misma, a tiempos más tempranos o diferentes a los evaluados en este 
trabajo de tesis. Una vez producida la proteína, esta es más estable en el tejido y podría, a 
su vez, generar una inhibición de la trascripción por acumulación de producto final. A su 
vez, están reportadas curvas bifásicas o multifásicas de transcripción de ciertos genes 
(Scordi & Vincek 2000). Es decir, el gen se transcribe en un tiempo dado, vuelve a los 
niveles basales de transcripción y tiempo después se induce nuevamente. Mientras que en 
aquellos casos en donde encontramos transcripción de ARNm pero no expresión de la 
proteína, puede deberse a algún tipo de regulación post-transcripcional que impida la 
correcta producción de la proteína en cuestión.  
 
Dado que IL-1β es una de las citoquinas pro-inflamatorias de relevancia que se 
induce en la piel expuesta a RUV, se realizó el perfil de transcripción del ARNm que 
codifica para la misma y se determinó su concentración en epidermis y en dermis, no 
lográndose detectar la misma en ningún caso, ni por RT-PCR ni por ELISA (datos no 
mostrados).  
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5. EVALUACIÓN DEL INFILTRADO INFLAMATORIO EN LA PIEL 
Cuando se produce daño en un tejido, las primeras células sanguíneas en llegar a la 
zona afectada son los neutrófilos y posteriormente, los monocitos que se transforman en 
macrófagos. Por esto, se estudiaron los niveles de transcripción de las moléculas 
quimioatractantes de neutrófilos, CXCL-1 y CXCL-2 (ambas análogas de la IL-8 humana) y 
la molécula quimioatractante de monocitos/macrófagos, CCL-2. Al mismo tiempo, se 
determinó la concentración de CXCL-1 y CCL-2 en homogenatos de epidermis y dermis y se 
analizó la presencia de neutrófilos y monocitos/macrófagos en cortes histológicos así como 
su distribución en el tejido. 
 
5.1. Infiltrado de neutrófilos 
Se observó una intensa y rápida inducción en la transcripción del ARNm de CXCL-1 
en aquellos ratones expuestos a una daUV. Esta inducción se observó primero en dermis, 
entre las 2 y las 6 horas post-UV (13,7 veces respecto del control) (Figura 33b) y luego en 
epidermis, con el máximo de inducción a las 24 horas (16,4 veces respecto del control) 
(Figura 33a). Los niveles de transcripción de CXCL-2 también aumentaron en las primeras 
horas post-UV, tanto en epidermis como en dermis (3,7 veces en epidermis y 6,2 veces en 
dermis, respecto de sus respectivos controles) (Figura 33c y d). 
Por el contrario, en aquellos animales expuestos a dbrUV sólo se observó un aumento 
estadísticamente significativo en la transcripción del ARNm de CXCL-1 a las 6 horas 
posteriores a dicha irradiación en dermis (8,2 veces respecto del control) (Figura 33b). 
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Figura 33. Niveles de transcripción de CXCL-1 y CXCL-2 en epidermis (a y c) y 
dermis (b y d). Los gráficos muestran los niveles de transcripción de las quemoquinas 
relativizado a GAPDH cuyos valores fueron normalizados al grupo control. Se ilustran 
los geles correspondientes a las corridas electroforéticas de los productos de PCR para 
un animal representativo de cada grupo. * p<0,05; ** p<0,01 vs. control sin irradiar 
(SI). 
 
La producción de CXCL-1 presentó un perfil similar al de la transcripción en ambos 
modelos de irradiación. La concentración de esta molécula aumentó rápidamente a las 
pocas horas de la exposición a una daUV, alcanzando los valores más elevados a las 24 
horas tanto en la epidermis como en la dermis (231,7 pg/mg de proteína vs 14,1 pg/mg 
proteína del control en epidermis y 158,6 pg/mg de proteína vs 7,7 pg/mg proteína del 
control en dermis) (Figura 34a y b).  
Por el contrario, dbrUV no produjeron aumentos significativos de CXCL-1 en 
ninguno de los tiempos evaluados, tanto en epidermis como en dermis. 
. 
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Figura 34. Cuantificación de CXCL-1 en homogenatos de epidermis (a) y dermis 
(b). Los resultados de la citoquina se expresa en relación a la concentración de 
proteínas totales (pg citoquina / mg proteína). ** p<0,01; *** p<0,001 vs. control sin 
irradiar (SI). 
 
A continuación, se realizó un frotis de sangre periférica para evaluar los porcentajes de 
neutrófilos en circulación. Los ratones se caracterizan por presentar una fórmula leucocitaria 
diferente a la de los humanos, en la cual los linfocitos representan el mayor porcentaje de 
leucocitos de la sangre (entre un 70 y 75 %), mientras que los neutrófilos representan el 25-
30%. Los ratones control presentaron una fórmula leucocitaria normal. Se observó un 
aumento del porcentaje de neutrófilos circulantes a las 24 horas post-daUV (59% vs 28% del 
control), sin que se produzcan cambios estadísticamente significativos luego de la exposición 
a dbrUV (Figura 35). 
 
0 6 12 18 24 30
0
20
40
60
80
200
daUV
dbrUV**
Tiempo post-UV (horas)
%
 N
eu
tr
óf
il
os
 e
n 
ci
rc
ul
ac
ió
n
 
Figura 35. Valoración relativa de neutrófilos en frotis de sangre periférica. Se 
realizó un recuento porcentual de neutrófilos circulantes respecto al total de leucocitos 
mediante coloración con May Grünwald-Giemsa. ** p<0,01 vs. control sin irradiar 
(SI). 
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Por otra parte, la presencia de neutrófilos en la piel se evaluó mediante IFI con Acs 
anti-mieloperoxidasa (MPO) (Figuras 36 y 37).  
 
Figura 36. Evaluación del infiltrado de neutrófilos en la piel. En la figura se ilustra 
en el panel de la izquierda la marcación células MPO+ mediante anticuerpos 
conjugados con FITC (verde), y a la derecha la marcación del ADN con el colorante 
Höechst 33342 (azul).  
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Veinticuatro horas luego de la exposición a una daUV, se observó la presencia de 
células MPO+ homogéneamente distribuidas en la dermis de los ratones expuestos (2,8 
células MPO+/campo vs 1,1 del control). A los 8 días post-daUV, el número de células 
MPO+ aumentó drásticamente (14,6 células MPO+/campo), con una localización 
principalmente en la dermis superficial, cerca de la membrana basal que separa la dermis de 
la epidermis (Figuras 36 y 37). 
Contrariamente a lo que se observó con una daUV, y en concordancia con la 
producción de quemoquinas, la exposición a drbUV no modificó el número de células 
MPO+ a las 24 horas (1,4 MPO+ / campo vs 1,1 células del control) ni a los 8 días (1,1 
células MPO+ / campo) (Figuras 36 y 37). 
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Figura 37. Cuantificación de las células MPO+ en la piel. Se observaron 4 campos 
por tratamiento en un aumento 20X. ** p<0,01 vs. control sin irradiar (SI).  
 
5.2. Infiltrado de monocitos / macrófagos 
Respecto a la transcripción del ARNm de CCL-2, los niveles de transcripción fueron 
prácticamente indetectables en condiciones basales, al igual que a las 2 y 6 horas luego de 
ambas exposiciones. Estos niveles se incrementaron significativamente a las 24 horas en 
epidermis y dermis frente a los dos tipos de irradiación (Figura 38a y b). Sin embargo, los 
niveles de transcripción alcanzados en dermis luego de una exposición a una daUV fueron 
muy superiores respecto de los alcanzados luego de exposiciones a dbrUV (73,7 vs 13,6, 
respectivamente) (Figura 38b). A los 8 días post-irradiaciones, los niveles de transcripción 
volvieron a disminuir en dermis, mientras que en epidermis permanecieron aumentados. 
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Figura 38. Niveles de transcripción de CCL-2 en epidermis (a) y dermis (b). Los 
gráficos muestran los niveles de transcripción de la quemoquina relativizado a GAPDH 
cuyos valores fueron normalizados al grupo control. Se ilustran los geles 
correspondientes a las corridas electroforéticas de los productos de PCR para un animal 
representativo de cada grupo. * p<0,05; ** p<0,01 vs. control sin irradiar (SI). 
 
La producción de CCL-2 se incrementó recién a las 24 horas luego de la exposición a 
una daUV, en mayor concentración en la dermis (363,6 pg/mg proteína vs 39,8 pg/mg 
proteína del control) que en la epidermis (83,7 pg/mg proteína vs 7,8 pg/mg proteína del 
control). Por el contrario, dbrUV no modificaron la producción de CCL-2 en la epidermis 
ni en la dermis en ninguno de los tiempos evaluados (Figura 39a y b). 
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Figura 39. Cuantificación de CCL-2 en homogenatos de epidermis (a) y dermis 
(b). Los resultados se expresan en relación a la concentración de proteínas totales (pg 
quemoquina/mg proteína). *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI). 
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La presencia de los monocitos / macrófagos se evidenció mediante histología, en la 
cual se observó la presencia de estas células formando granulomas en la dermis (Figura 40). 
 
 
Figura 40. Evaluación del infiltrado inflamatorio en la piel. En la figura se ilustra en 
el panel de la izquierda una imagen de la histología proveniente de un ratón 
representativo de cada grupo. El recuadro representa la zona del preparado ampliada en 
el panel de la derecha.  
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Los ratones de la cepa SKH:1 se caracterizan por presentar granulomas compuestos 
por células gigantes histiocitarias multinucleadas (CGM). La presencia de estos 
granulomas se pudo evidenciar en los ratones del grupo control. Luego de la exposición a 
una daUV se observó la presencia de granulomas de mayor tamaño que los presentes en los 
controles no irradiados, mientras que a los 8 días post-UV se evidenció un aumento en el 
número de los granulomas presentes en dermis profunda (Figura 40).  
Por el contrario, la exposición a dbrUV no modificó el número ni el tamaño de los 
granulomas en la piel de los ratones expuestos (Figura 40).  
 
5.3.  Infiltrado de linfocitos 
Con el objetivo de analizar el infiltrado de linfocitos en la piel irradiada, se decidió 
evaluar el perfil de transcripción del quimioatractante de linfocitos / monocitos CXCL-12, 
y posteriormente, la presencia de los mismos en cortes de piel.  
La transcripción del ARNm de CXCL-12 aumentó rápidamente en dermis alcanzando 
el máximo de transcripción a las 2 horas post-UV, siendo los niveles de inducción mayores 
luego de exposiciones a dbrUV (11,8 veces respecto del control) respecto de la exposición 
a una daUV (6,8 veces respecto del control) y rápidamente retornaron a sus valores basales 
de transcripción (Figura 41b). En epidermis, sólo se observó un aumento de la transcripción 
de CXCL-12 a las 2 horas de la exposición a dbrUV (3,7 veces respecto del control) 
(Figura 41a). 
Luego de una daUV se evidenció la presencia de un infiltrado linfocitario moderado 
en dermis a las 6 horas post-UV que evolucionó a un denso inflitrado inflamatorio crónico 
luego de 8 días (Tabla 5, página 73; Figura 40b). Por el contrario, dbrUV generaron un leve 
infiltrado linfocitario en la dermis, menor a lo esperado según los niveles de transcripción 
de CXCL-12 encontrados (Tabla 6, página 74; Figura 40b). Los linfocitos reclutados 
podrían haber migrado a la epidermis, donde el porcentaje de estas células no se ve 
disminuido por la radiación (Figura 28, página 77).    
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Figura 41. Niveles de transcripción de CXCL-12 en epidermis (a) y dermis (b). Los 
gráficos que muestran los niveles de transcripción de la quemoquina relativizado a 
GAPDH cuyos valores fueron normalizados al grupo control. Se ilustran los geles 
correspondientes a las corridas electroforéticas de los productos de PCR de un animal 
representativo de cada grupo. * p<0,05; ** p<0,01 vs. control sin irradiar (SI). 
 
6. ALTERACIONES EN LA VASCULATURA CUTÁNEA 
A fin de evaluar el efecto de la RUV sobre la vasculatura cutánea, se determinaron 
los niveles de transcripción del ARNm de VEGF-α, en epidermis y en dermis. 
La exposición a una daUV no modificó la transcripción del ARNm de VEGF-α en 
epidermis ni en dermis, a ninguno de los tiempos analizados. Por el contrario, en aquellos 
animales expuestos a dbrUV se observó un gran incremento de la transcripción a las 24 
horas en epidermis (19,1 veces respecto del control) y a los 8 días en dermis (7,6 veces 
respecto del control) (Figura 42a y b). 
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Figura 42. Niveles de transcripción de VEGF-α en epidermis (a) y dermis (b). Los 
gráficos muestran los niveles de transcripción relativizado a GAPDH cuyos valores 
fueron normalizados al grupo control. Se ilustran los geles correspondientes a las 
corridas electroforéticas de los productos de PCR. ** p<0,01. 
 
Para poder determinar si la RUV produce cambios en la vasculatura linfática, se 
realizó una linfoangiografía a las 2, 6, 24 horas y 8 días luego de cada exposición, en la que 
se evaluaron los cambios producidos a los 30 segundos y 3 minutos luego de la inyección 
de Azul de Evan (Figura 43). 
La exposición a una daUV generó una disminución de la tinción por Azul de Evans 
en las primeras horas post-UV, recuperando una coloración similar a la de los ratones 
control a las 24 horas y 8 días post-UV. Por el contrario, la exposición a dbrUV produjo un 
marcado incremento de la tinción a las 24 horas post-UV, generado por un aumento de la 
vasculatura linfática. Sin embargo, en ninguno de los tiempos evaluados para ambas 
exposiciones se evidenció un aumento de la permeabilidad vascular, ya que no se observó 
extravasación del colorante al tejido circundante. Los cambios vasculares producidos por 
exposiciones a dbrUV fueron el aumento de los niveles de transcripción de VEGF-α y el 
número de vasos linfáticos en las orejas de los ratones expuestos (Figura 43). 
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Figura 43. Linfoangiografía. En cada imagen se visualiza el árbol linfático de la oreja 
de los animales. 
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7. RESPUESTAS ANTIMICROBIANAS 
Para poder evaluar si las distintas exposiciones a la luz UV generan cambios en la 
respuesta antimicrobiana de la piel, se decidió estudiar, en principio, si se modifica la 
transcripción de los receptores TLR 2, 3 y 4, ya que es una de las formas en la que las 
células de la piel reconocen agentes extraños; y en segundo lugar, si se producen cambios 
en la transcripción de los péptidos antimicrobianos β-Defensina-14 (β-Def-14) y 
Catelicidina (CRAMP), producidos por los queratinocitos y fibroblastos. 
La exposición a una daUV produjo una leve disminución de la transcripción de TLR-
2 en epidermis a las 6 horas (0,8 veces respecto del control) y a los 8 días (0,6 veces 
respecto del control) post-UV (Figura 44a). Mientras que en dermis, esta disminución se 
acentuó a las 24 horas (0,3 veces respecto del control) y 8 días (0,4 veces respecto del 
control) post-UV (Figura 44b). Por otro lado, los niveles de transcripción de TLR-4 
disminuyeron a las 6 horas luego de la exposición a una daUV en dermis (0,3 veces 
respecto del control), sin verse alterada su expresión en epidermis (Figura 44f y e).  
Por el contrario, la exposición a dbrUV indujo en la dermis un incremento en la 
transcripción de TLR-4 a las 24 horas y de TLR-2 a los 8 días post-UV (en ambos casos 1,7 
veces respecto del control) (Figura 44f y b), sin producir cambios en epidermis (Figura 44e 
y a). 
Tanto la exposición a una daUV como a dbrUV no modificaron la transcripción de 
TLR-3 en epidermis ni en dermis (Figura 44c y d). 
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Figura 44. Niveles de transcripción de TLR-2, TLR-3 y TLR-4 en epidermis (a, c y e) y dermis (b, d 
y f). Se ilustran los geles correspondientes a las corridas electroforéticas de los productos de PCR 
representativos de un animal de cada grupo y los gráficos que muestran los niveles de transcripción 
relativizado a GAPDH cuyos valores fueron normalizados al grupo control. *p<0,05; ** p<0,01 vs. control 
sin irradiar (SI). 
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En cuanto a la transcripción de péptidos antimicrobianos, los principales cambios se 
produjeron por las exposiciones a dbrUV en dermis, en donde se observó una fuerte 
inducción de CRAMP a las 2 horas (6,4 veces respecto del control) y de β-Def-14 a las 6 
horas de dicha irradiación (11 veces respecto del control) (Figuras 45d y b). Por otro lado, 
en epidermis, dbrUV produjeron una leve inducción de β-Def-14 a las 6 horas post-UV (2,6 
veces respecto del control), sin modificar los niveles de transcripción de CRAMP (Figuras 
45a y c) 
Por el contrario, luego de una daUV sólo se observó una leve inducción de β-Def-14 
en dermis a las 6 horas post-UV (2,4 veces respecto del control) (Figuras 45b).  
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Figura 45. Niveles de transcripción de β-Def-14 y CRAMP en epidermis (a y c) y 
dermis (b y d). Los gráficos muestran los niveles de transcripción relativizado a 
GAPDH cuyos valores fueron normalizados al grupo control. Se ilustran los geles 
correspondientes a las corridas electroforéticas de los productos de PCR de animales 
representativos de cada grupo. *p<0,05; ** p<0,01 vs. control sin irradiar (SI). 
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Una vez establecidos los perfiles de transcripción para los TLRs, se buscó evidenciar 
la presencia de estos receptores en las células de la epidermis mediante citometría de flujo 
(Figura 46a). Luego de la exposición a una daUV se observó un rápido incremento del 
porcentaje de células que co-expresan los receptores TLR2 y TLR4, respecto de los 
porcentajes normales (4,45 vs 0,66 % de células TLR2+ TLR4+) (Figura 46b). A los 8 días 
post-UV este porcentaje de células disminuyó pero siguió siendo mayor respecto de los 
porcentajes normales (1,34 vs 0,66 % de células TLR2+ TLR4+). En estas mismas células se 
observó una tendencia a que aumente el porcentaje de células que expresan TLR2 en 
ausencia de TLR4, aunque no resultó estadísticamente significativa (Figura 46c). Por el 
contrario, dbrUV no generaron cambios en los porcentajes de células que expresan y/o co-
expresan los receptores TLR2 y TLR4 en ningún tiempo evaluado (Figura 46b-d).  
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Figura 46. Porcentaje de células de epidermis que expresan Receptores de tipo 
Toll provenientes de ratones control e irradiados con diferentes dosis de RUV. a) 
Se ilustra el gráfico de puntos empleado para el recuento de las poblaciones celulares, 
utilizando un ratón del grupo expuesto a daUV como ejemplo representativo. Se 
seleccionó una región que abarca los eventos positivos para ambos marcadores (células 
TLR4+ TLR2+), otra región en la cual se seleccionaron los eventos positivos sólo para 
el marcador TLR4 (células TLR4+) y una última región en la cual se seleccionaron los 
eventos positivos sólo para el marcador TLR2 (células TLR2+). b) Gráfico de barras en 
el que se compra el porcentaje de células TLR4+ TLR2+ de todos los grupos en estudio. 
c) Gráfico de barras en el que se compra el porcentaje de células TLR4- TLR2+ de 
todos los grupos en estudio. d) Gráfico de barras en el que se compra el porcentaje de 
células TLR4+ TLR2- de todos los grupos en estudio. *** p<0,001 vs. control sin 
irradiar (SI).  
 
 
a) b) 
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8. CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE 25(OH)Vit D3 EN EPIDERMIS, 
DERMIS Y SUERO 
Algunos de los principales efectos benéficos de la exposición de la piel a la RUV 
podrían estar mediados por la Vitamina D. Es por ello que se decidió medir los niveles de 
la 25(OH)-VitD3 en los homogenatos de epidermis y dermis, y en el suero de ratones 
control y ratones expuestos a diferentes dosis de UV.  
No se logró cuantificar la 25(OH)-VitD3 en homogenatos de epidermis ni de dermis, 
tanto en los ratones control como en los expuestos a las diferentes dosis de UV. Se 
realizaron diversas técnicas para su detección, tanto HPLC como RIA, y con ninguna de 
estas metodologías se obtuvieron resultados detectables. 
Por el contrario, se logró detectar al metabolito en circulación, en las muestras de 
suero analizadas. En todos los casos los valores se encontraron dentro del rango normal de 
concentración sérica (25-125 ng/ml), sin embargo, no se observaron diferencias 
significativas entre los diferentes grupos (Figura 47).  
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Figura 47. Niveles de 25(OH)-VitD3 en suero de ratones control e irradiados. Los 
animales correspondientes a los distintos grupos fueron sangrados a distintos tiempos 
post-irradiación.  
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Resumen de Resultados 
Capítulo I 
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A partir de los resultados obtenidos en el Capítulo I podemos realizar las siguientes 
conclusiones parciales: 
Una dosis alta de RUV produce: 
 Pérdida temprana de la integridad del epitelio seguido de una re-epitelización 
con hiperplasia del tejido. 
 Disminución de la actividad metabólica de las células de la epidermis. 
 Aumento tardío de la producción mitocondrial de O2.-. 
 Disminución del porcentaje de LT epiteliales (LTγδ). 
 Aumento de la producción de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α e IL-6) y 
quemoquinas (CXCL-1 y CCL-2). 
 Aumento del infiltrado inflamatorio en la dermis: reclutamiento de neutrófilos y 
de monocitos/macrófagos. 
 Ningún cambio en la transcripción de VEGF-α ni en la vasculatura linfática. 
 Aumento del porcentaje de células epidérmicas que expresan TLR-2 y TLR-4. 
 Leve aumento de la transcripción de péptidos antimicrobianos.  
 
 Dosis bajas y repetitivas de RUV producen: 
 Hiperplasia temprana del epitelio: fenómeno de “Fotoadaptación”. 
 Aumento de la actividad metabólica de las células de la epidermis. 
 Disminución de la producción mitocondrial de O2.-. 
 Ningún cambio en el porcentaje de LT epiteliales (LTγδ). 
 Ningún cambio en la producción de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α e IL-6) 
y quemoquinas (CXCL-1 y CCL-2). 
 Ausencia de infiltrado inflamatorio. 
 Aumento de la transcripción de VEGF-α y de la vasculatura linfática. 
 Gran aumento de la producción de péptidos antimicrobianos. 
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Resultados Capítulo II 
Evaluación de la Respuesta Inmune 
Adquirida 
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1. ESTUDIO DE POBLACIONES CELULARES 
1.1. Recuento de células totales en ganglios inguinales, ganglios axilares y bazo 
La exposición a una daUV generó un aumento del número total de células en ganglios 
inguinales y ganglios axilares a los 8 días post-UV, mientras que la exposición a dbrUV 
produjo un aumento más temprano de la celularidad, a las 24 horas, que se sostuvo luego de 
8 días. El recuento de células a tiempos más largos (8 días) fue mayor en aquellos animales 
expuestos a una daUV (Figura 48a y b).  
El número de células totales en bazo aumentó luego de ambas exposiciones a los 8 
días post-UV (Figura 48c). 
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Figura 48. Recuento de células totales en ganglios inguinales (a), ganglios axilares 
(b) y bazo (c) de animales control y animales expuestos a diferentes dosis de RUV. 
SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajar y repetitivas de RUV, 
ns: no significativo. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI).  
 
1.2. Evaluación de las poblaciones de LT en ganglios inguinales, ganglios axilares y 
bazo  
Luego de evaluar las alteraciones en el número de células de órganos linfoides 
secundarios, decidimos estudiar poblaciones particulares de Linfocito T en estos órganos. 
El porcentaje de LTh se vió incrementado en los ganglios inguinales de animales 
expuestos a una daUV, tanto a las 24 horas como a los 8 días, mientras que en los animales 
expuestos a dbrUV se observó un aumento sólo a los 8 días luego de la irradiación (Figura 
49b). No hubo cambios significativos en el porcentaje de LTc (Figura 49d). 
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Figura 49. Población de LTh y LTc en Ganglios Inguinales de ratones control y 
ratones expuestos a diferentes dosis de RUV.  a y c) Se muestra a modo de ejemplo 
los gráficos de puntos obtenidos para un ratón control, utilizados para seleccionar las 
poblaciones CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+, respectivamente. Los gráficos de barras 
muestran los porcentajes de LTh (b) y LTc (d) del total de células de ganglios 
inguinales. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas 
de RUV. ** p<0,01, *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI).  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
a) 
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Por otro lado, en los ganglios axilares sólo se evidenció un aumento de LTh a los 8 
días luego de la exposición a daUV (Figura 50b). 
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Figura 50. Población de LTh y LTc en Ganglios Axilares de ratones control y 
ratones expuestos a diferentes dosis de RUV. a y c) Se muestra a modo de ejemplo los 
gráficos de puntos obtenidos para un ratón control, utilizados para seleccionar las 
poblaciones CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+, respectivamente. Los gráficos de barras 
muestran los porcentajes de LTh (b) y LTc (d) del total de células de ganglios axilares. 
SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * 
p<0,05 vs. Control sin irradiar (SI).  
 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
a) 
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Finalmente, al estudiar el bazo de los animales se observó un incremento significativo 
en el porcentaje de LTh 24 horas luego de la última exposición en el grupo de dbrUV 
(Figura 51b). 
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Figura 51. Población de LTh y LTc en el Bazo de ratones control y ratones 
expuestos a diferentes dosis de RUV. a y c) Se muestra a modo de ejemplo los 
gráficos de puntos obtenidos para un ratón control, utilizados para seleccionar las 
poblaciones CD3+ CD4+ y CD3+ CD8+, respectivamente. Los gráficos de barras 
muestran los porcentajes de LTh (b) y LTc (d) del total de células de bazo. SI: Sin 
Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajar y repetitivas de RUV. ** 
p<0,01 vs. control sin irradiar (SI).  
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Por último, al estudiar la población de LTγδ por citometría de flujo se observó, tanto 
en los ganglios inguinales y axilares como en el bazo, un aumento del porcentaje de estas 
células únicamente a los 8 días de la exposición a dbrUV (Figura 52).  
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Figura 52. Población de LTγδ en ganglios inguinales, ganglios axilares y bazo de 
ratones control y ratones expuestos a diferentes dosis de RUV. a), c) y e) Se muestra 
a modo de ejemplo un gráfico de puntos donde se selecciona la población CD3+ 
TCRγδ+. Los gráficos de barras muestran los porcentajes de LT γδ+ en ganglios 
inguinales, axilares y bazo. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis 
bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05, *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI).        
 
       
c) e) 
a) 
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1.3. Evaluación de las poblaciones de células presentadoras de antígeno en ganglios 
inguinales y axilares 
Con el fin de evaluar posibles cambios en las poblaciones de células presentadoras de 
antígenos en los ganglios drenantes de la piel, se realizó un ensayo de citometría de flujo en 
el cual se determinó el porcentaje de células CD11c+ (CDs totales), células CD11c+ CD80+ 
(CDs activadas) y células CD11c- CD80+ (otras CPAs activadas, por ejemplo LB). 
Luego de la exposición a una daUV el porcentaje de CDs totales no se vio 
modificado en ninguno de los tiempos evaluados, tanto en ganglios inguinales como en 
ganglios axilares (Figuras 53a y b). Sin embargo, 24 horas post-UV las CDs en ganglios 
axilares presentaron un mayor grado de activación, respecto del grupo SI (1,2 vs 0,4 % de 
células CD11c+ CD80+) (Figura 53d). Al mismo tiempo, se observó un aumento del 
porcentaje de otras CPAs activadas, tanto en ganglios axilares como en ganglios inguinales 
(2,9 vs 0,4 % de células CD11c- CD80+ y 2,6 vs 0,4 % de células CD11c- CD80+, 
respectivamente) (Figuras 53e y f). El porcentaje de CDs activadas retornó a los valores 
normales a los 8 días post-UV (Figura 53d), mientras que el porcentaje de otras CPAs 
activadas se mantuvo elevado en ganglios axilares aún 8 días post-UV (1,5 vs 0,4 % de 
células CD11c- CD80+) (Figura 53f). 
La exposición a dbrUV no modificó el porcentaje de CDs totales a las 24 horas post-
UV, en ambos ganglios. Sin embargo, en los ganglios axilares esas células presentaron un 
mayor grado de activación respecto al grupo SI (1, 0 vs 0,4 % de células CD11c+ CD80+) 
(Figura 53d). Al evaluar las poblaciones celulares a los 8 días post-UV se observó una 
disminución del porcentaje de CDs totales tanto en ganglios inguinales como en los axilares 
respecto al grupo SI (1,17 vs 3,07 % de células CD11c+ y 1,43 vs 2,6 % de células CD11c+, 
respectivamente) (Figura 53a y b), al mismo tiempo que se evidenció una disminución de la 
activación de las mismas en los ganglios axilares (0,2 vs 0,4 % de células CD11c+ CD80+) 
(Figura 53d). No se observaron alteraciones en el porcentaje de otras CPAs activadas luego 
de recibir dbrUV (Figura 53 e y f). 
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Figura 53. Poblaciones de CPA en ganglios inguinales y ganglios axilares. Se 
muestra a modo de ejemplo para cada uno de los ganglios un gráfico de puntos donde se 
seleccionan las poblaciones de interés utilizando como ejemplo los resultados obtenidos 
de un ratón correspondiente al grupo daUV 24hs. Los gráficos de barras muestran los 
porcentajes de células CD11c+ (a y b), células CD11c+ CD80+ (c y d) y células CD11c- 
CD80+ (e y f), en ganglios inguinales y axilares. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de 
RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. 
control sin irradiar (SI). CD: células dendríticas. CPAs: células presentadoras de 
antígenos. 
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2. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA CELULAR 
INESPECÍFICA 
2.1 Proliferación de LT en ganglios inguinales, ganglios axilares y bazo 
Con el fin de evaluar la capacidad de respuesta de los LT frente a estímulos 
inespecíficos, se realizó un ensayo de proliferación celular en el cual se estimuló con 
Concanavalina A (ConA), mitógeno de LT, a las respectivas suspensiones celulares, 
provenientes de cada órgano. 
En primer lugar se realizó un ensayo de puesta a punto en el cual se determinó la 
concentración de ConA óptima para inducir la proliferación celular de un ratón control sin 
irradiar (Figura 54). Los resultados se expresan como el índice de proliferación (IP), que se 
definió como la relación entre la DO obtenida para un pocillo dado y su correspondiente 
control de proliferación basal (IP = DO540nm (X µg/ ml ConA) / DO540nm (proliferación basal)). 
La concentración de ConA óptima para inducir la proliferación de LT de ambos 
ganglios resultó ser 1 µg/ml (Figura 54a y b), mientras que para las células de bazo la 
concentración de 2 µg/ml de ConA produjo la máxima proliferación (Figura 54c). 
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Figura 54. Proliferación celular de LT de ganglios inguinales (a), ganglios axilares 
(b) y bazo (c). Los resultados se expresan como el índice de proliferación (IP). * 
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. Control sin estimular (0 µg/ml). 
 
En base a los resultados obtenidos en la puesta a punto, se decidió utilizar 
concentraciones de 1 µg/ml de ConA para estimular las células de ganglios y 2 µg/ml de 
ConA para estimular las células de bazo.  
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Luego de la irradiación de los animales no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en la proliferación de LT de ganglios inguinales en respuesta a ConA en 
ninguno de los grupos analizados (Figura 55a), mientras en ganglios axilares se observó un 
aumento significativo de la proliferación en los LT provenientes de ratones expuestos a una 
daUV a los 8 días post-exposición (Figura 55b). En bazo, los principales cambios ocurren 
nuevamente en las células provenientes de ratones expuestos a una daUV. A las 24 horas 
post-UV se observó una disminución de la respuesta proliferativa de los LT seguido de un 
aumento a los 8 días, al igual que lo observado en ganglios axilares (Figura 55c). 
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Figura 55. Proliferación de LT en respuesta a un mitógeno. Las suspensiones 
celulares provenientes de ganglios inguinales (a), ganglios axilares (b) y bazo (c) de 
ratones control y ratones expuestos a diferentes dosis de RUV fueron estimuladas con 
ConA (1 µg/ml para ganglios y 2 µg/ml para bazo) y se determinó la proliferación 
mediante el método de MTT. Los resultados se expresan como IP. SI: Sin Irradiar, 
daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05; *** 
p<0,001 vs. control sin irradiar (SI). 
 
 
2.2 Cuantificación de citoquinas en sobrenadante de cultivo de células de ganglios 
inguinales, ganglios axilares y bazos estimulados con ConA. 
Los niveles de IFN-γ, IL-4 e IL-10 en el sobrenandante de cultivo de las células 
provenientes de los ganglios inguinales y ganglios axilares, estimuladas con ConA fueron 
cuantificados por ELISA.  
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Figura  56. Cuantificación de citoquinas liberadas por los LT de los ganglios 
inguinales y ganglios axilares estimulados con ConA. Los gráficos muestran los 
niveles de IFN-γ (a y b), IL-4 (c y d) e IL-10 (e y f) en el sobrenadante de cultivo de 
células estimuladas con ConA. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: 
dosis bajar y repetitivas de RUV. * p<0,05 vs. control sin irradiar (SI). 
 
 
Se observó un importante aumento en la producción de IFN-γ por parte de células 
obtenidas a partir de los ganglios inguinales de ratones 24 horas horas luego de la 
exposición a una daUV. Este incremento se sostuvo en el tiempo a los 8 días post-UV. Una 
tendencia similar se observó en las células de los ganglios axilares. Por el contrario, la 
exposición a dbrUV no modificó la producción de IFN-γ por parte de células de ganglios 
inguinales ni de ganglios axilares, a ninguno de los tiempos post-UV evaluados (Figuras 
56a y b). No se observaron cambios en la producción de IL-4 e IL-10 en ninguna de las 
condiciones ensayadas (Figura 56 c-f). 
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Al analizar la producción de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de las células de 
bazo no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en ninguna de las 
citoquinas estudiadas (Figura 57a-c). 
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Figura 57. Cuantificación de citoquinas liberadas por los LT de los bazos 
estimulados con ConA. Los gráficos muestran los niveles de IFN-γ (a), IL-4 (b) e IL-
10 (c) en el sobrenadante de proliferación. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, 
dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. 
 
 
3. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR ESPECÍFICA 
Con el fin de determinar si la RUV produce cambios en la respuesta celular 
específica, se realizó un ensayo de hipersensibilidad de contacto (CHS) utilizando como 
hapteno a la OXA. Para ello, los ratones fueron expuestos a RUV, según su protocolo de 
irradiación, y a las 24 horas u 8 días posteriores a la única o última irradiación se procedió a 
la etapa de sensibilización con OXA. Para este experimento, las orejas de los ratones fueron 
cubiertas sin ser irradiadas. El ensayo continuó según se explica en Materiales y Métodos  
en la sección 3. del Capítulo II. Los resultados se expresan como el cambio en el grosor de 
la oreja antes y después del desafío con OXA (ΔT = (Grosor de la oreja pre-OXA – Grosor 
de la oreja post-OXA)) y son presentados en la Tabla 7. 
Los ratones expuestos a una daUV presentaron a las 24 horas post-UV una menor 
respuesta de CHS en comparación con el grupo control (0,15 vs 0,24 ΔT). A los 8 días, la 
respuesta de CHS retornó a valores similares al control (0,23 vs 0,24 ΔT) (Figura 58; Tabla 
7). 
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Por el contrario, los ratones expuestos a dbrUV mostraron una mayor respuesta de 
CHS a las 24 horas post-UV (0,34 vs 0,24 ΔT), cuyo aumento se sostuvo en el tiempo luego 
de 8 días (0,36 vs 0,24 ΔT) (Figura 58; Tabla 7). 
Considerando que el cambio en el grosor de la oreja de los ratones control representa 
una respuesta celular específica normal, se determinó el porcentaje de inmunosupresión o 
inmunoestimulación obtenida como consecuencia de  la exposición de los ratones a los 
distintos protocolos de irradiación. La exposición a una daUV generó un estado de 
inmunosupresión del 37,5%, mientras que exposición a dbrUV produjo un estado de 
inmunoestimulación del 45% (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Medida del grosor de las orejas de los ratones.  
 Grosor de la Oreja 
Medida (mm) 
SI daUV dbrUV 
SS / D S / D 24 hs 8 días 24 hs 8 días 
Pre-OXA 0,31 ± 0,01 0,31 ± 0,02 0,33 ± 0,02 0,32 ± 0,02 0,32 ± 0,01 0,32 ± 0,02 
Post-OXA 0,33 ± 0,01 0,55 ± 0,02 0,48 ± 0,03 0,55 ± 0,08 0,66 ± 0,08 0,67 ± 0,07 
ΔT 0,02 ± 0,01 0,24 ± 0,03 0,15 ± 0,03 0,23 ± 0,09 0,34 ± 0,08 0,36 ± 0,08 
Inmunosupresión (%) - - 37,50 4,17 -41,67 -50,00 
Tabla 7. En la tabla se resumen los resultados obtenidos en el ensayo de CHS. SS: Sin 
Sensibilizar, S: Sensibilizado, D: Desafiado, OXA: Oxazolona. ΔT = (Grosor de la oreja 
pre-OXA – Grosor de la oreja post-OXA). % Inmunosupresión = [100 – (ΔT ratón irradiado x 
100 / ΔT ratón SI)]. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajar y 
repetitivas de RUV. 
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Figura 58. Evaluación de la respuesta celular específica. En el gráfico se puede 
observar los cambios en el grosor de las orejas de los ratones sensibilizados y 
desafiados con OXA, expuestos previamente a los distintos protocolos de irradiación. 
SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * 
p<0,05 vs. control sin irradiar (SI). 
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4. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ESPECÍFICA 
Con el objetivo de evaluar si las distintas exposiciones a RUV producen cambios en la 
respuesta humoral específica de los ratones, se realizó un único desafío con la vacuna 
antitetánica comercial (Tetanol-Pur®) a las 24 horas u 8 días después de la única o última 
irradiación. De esta manera se determinó el impacto de la exposición a la RUV en el 
desarrollo de la respuesta inmune primaria. El protocolo de trabajo se detalla en Figura 59. 
 
Figura 59. Esquema de inmunización con toxoide tetánico. Los ratones fueron 
irradiados, según corresponde a su protocolo de irradiación, y a las 24 hs u 8 días de la 
última o única exposición se realizó una sangría pre-inmune y se procedió a la 
inmunización con la vacuna comercial (día 0). Luego de 21 días se realizó la sangría 
final.    
 
A partir de los sueros pre-inmunes y los sueros inmunes obtenidos en el plan de 
inmunización, se buscó la presencia de los distintos isotipos y sub-isotipos de Acs anti-
toxoide tetánico, mediante la técnica de ELISA. Para aquellos isotipos cuyas titulaciones 
resultaron en curvas completas, con un máximo y un mínimo claramente distinguibles, el 
título se determinó como la concentración efectiva 50 (EC50), que es la dilución del suero 
con la que se alcanza la mitad de la respuesta máxima; mientras que en aquellos casos en 
los que las curvas no resultaron completas, el título se determinó mediante la realización de 
un Cut-Off. Este Cut-Off se calculó como la dilución del suero cuyo valor de DO 
corresponde a 3 veces el valor mínimo de DO obtenido en cada curva. En la Figura 60 se 
ejemplifica lo que se consideró una curva completa e incompleta. 
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Figura 60. Determinación del Cut-Off en la titulación de anticuerpos específicos 
para el toxoide tetánico. En el gráfico de la izquierda se ejemplifica una curva de 
titulación completa y en el gráfico de la derecha se ejemplifica una curva de titulación 
incompleta.  
 
Los ratones que fueron inmunizados a las 24 horas de haber sido expuestos a una 
daUV presentaron menores títulos de IgG total anti toxoide tetánico (Figura 61c y d) y 
mayores títulos de IgA sérica (Figura 61e y f). Este aumento en el título de IgA también se 
evidenció cuando la inmunización se produjo a los 8 días post-UV. Por el contrario, los 
ratones que fueron inmunizados a las 24 horas de haber sido expuestos a dbrUV presentaron 
mayores títulos de IgG total anti toxoide tetánico (Figura 61c y d), mientras que los niveles 
de IgA se vieron incrementados cuando la inmunización se produjo 8 días post-UV, 
alcanzándose títulos inferiores que los obtenidos luego de la exposición a una daUV (Figura 
61e y f). La exposición a la RUV no modificó los niveles de IgM obtenidos respecto de los 
valores alcanzados por el grupo control (Figura 61a y b). 
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Figura 61. Evaluación de la respuesta humoral específica. Titulación de los isotipos 
IgM, IgG e IgA anti toxoide tetánico en el suero de ratones control e irradiados. El 
panel de la izquierda ilustra las curvas de titulación promedio de los diferentes isotipos 
(a, c y e). El panel de la derecha ilustra el título obtenidos a partir de las curvas de 
titulación (b, d y f). SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, dbrUV: dosis bajas y 
repetitivas de RUV. * p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001 vs. control sin irradiar (SI). 
 
Al evaluar los subisotipos de IgG se observó que los ratones que fueron inmunizados 
24 horas luego de la exposición a una daUV presentaron menores títulos de IgG2b (Figura 
62e y f), mientras que aquellos ratones que fueron inmunizados a las 24 horas de haber sido 
expuestos a dbrUV presentaron mayores títulos de IgG3 (aunque la concentración relativa 
de este isotipo es mucho menor a la de los otros) (Figura 62 g y h). El perfil de titulación 
observado para IgG1 fue similar al evidenciado para la IgG total pero las diferencias no 
resultaron estadísticamente significativas (Figura 62a y b). Los títulos de IgG2a no se 
modificaron en ninguna de las condiciones ensayadas, respecto de los títulos obtenidos por 
los ratones control (Figura 62c y d). 
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Figura 62. Evaluación de la respuesta humoral específica. Titulación de los sub-
isotipos IgG1 (a y b), IgG2a (c y d), IgG2b (e y f) e IgG3 (g y h) anti toxoide tetánico en 
el suero de ratones control e irradiados. El panel de la izquierda ilustra las curvas de 
titulación promedio de los diferentes isotipos. El panel de la derecha ilustra el título 
obtenidos a partir de las curvas de titulación. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis altas de RUV, 
dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05; ** p<0,01 vs. control sin irradiar 
(SI). 
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A partir de los resultados obtenidos en el Capítulo II podemos realizar las siguientes 
conclusiones parciales: 
Una dosis alta de RUV produce: 
 Hiperplasia de los órganos linfoides secundarios en forma tardía. 
 Ningún cambio en el porcentaje de LTγδ en ganglios drenantes ni en bazo. 
 Aumento del porcentaje de células dendríticas activadas y otras células 
presentadoras de antígenos activadas. 
  Disminución temprana de respuesta celular inespecífica de LT en bazo, seguido 
de un aumento de la respuesta en bazo y ganglios drenantes.  
 Aumento de la producción de IFN-γ en el sobrenadante de cultivo de LT de 
ganglios, sugiriendo diferenciación a perfil Th1. 
 Disminución de la respuesta celular específica evidenciada por una disminución 
de la respuesta de hipersensibilidad de contacto a OXA. 
 Disminución de la respuesta humoral específica evidenciada por una 
disminución del título de IgG anti-TT. 
 Leve incremento del título de IgA sérica anti-TT. 
 
 Dosis bajas y repetitivas de RUV producen: 
 Leve hiperplasia de los órganos linfoides secundarios sostenida en el tiempo. 
 Aumento tardío del porcentaje de LTγδ en ganglios drenantes y en el bazo. 
 Aumento temprano del porcentaje de células dendríticas activadas en ganglios 
drenantes. 
 Disminución tardía del porcentaje de células dendríticas totales y activadas en el 
bazo. 
 Ningún cambio en la respuesta celular inespecífica de LT en bazo ni en ganglios 
drenantes. 
 Aumento de la respuesta celular específica evidenciada por un aumento de la 
respuesta de hipersensibilidad de contacto a OXA. 
 Aumento de la respuesta humoral específica evidenciada por un aumento del 
título de IgG anti-TT. 
 Leve aumento del título de IgG3 e IgA anti-TT. 
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Resultados Capítulo III 
Evaluación de la Respuesta Inmune 
frente a una infección 
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1. ESTABLECIMIENTO DEL MODELO DE INFECCIÓN CUTÁNEA 
1.1. Elección de la cepa de S. aureus a utilizar durante la infección 
Se utilizaron dos cepas bacterianas provenientes de aislamientos clínicos de S. aureus: 
la Cepa Newman y la Cepa USA300 LAC. Se inocularon 3 ratones por vía subcutánea con 
un inóculo de 1x106 UFC/ratón para cada bacteria, y se realizó el seguimiento de la 
infección durante 3 días mediante la observación y medición de los abscesos formados. En 
los ratones inoculados con la Cepa Newman no se observó desarrollo de un absceso en la 
zona de inoculación en ninguno de los animales, mientras que en los ratones inoculados con 
la Cepa  USA300 LAC, se desarrolló un absceso medible (0.6 x 0.6 cm2) recién a los 3 días 
en uno solo de los animales. Por lo tanto la cepa Newman se descartó del estudio y se 
decidió trabajar con la cepa USA300 LAC ajustando el inóculo bacteriano para obtener un 
100% de formación de abscesos.  
 
1.2. Elección del inóculo de S. aureus (USA300 LAC) 
Una vez determinada la cepa bacteriana a utilizar en el ensayo de infección se 
procedió a la elección del inóculo a administrar. Para ello se probaron 2 condiciones: 1x107 
y 1x108 UFC/ratón, utilizando 4 ratones por grupo. El seguimiento de la infección incluyó 
la determinación de los siguientes parámetros: niveles de IL-6 en suero, determinación del 
peso de los animales, medida del tamaño del absceso formado a los días 1 y 6 post-
infección y presencia de bacterias en bazo y pulmón para evaluar la existencia de 
diseminación bacteriana a los 6 días post-infección. En estos ensayos se utilizaron ratones 
no irradiados. 
Con el fin de evaluar la eficacia de la infección se midieron los niveles de IL-6 en el 
suero de los ratones a las 5 horas p.i. Se observó un aumento significativo de la citoquina, 
tanto en los animales inoculados con 1x107 como en aquellos inoculados con 1x108 
UFC/ratón (261,1 pg/ml y 255,8 pg/ml, respectivamente), respecto de los valores séricos 
basales (no detectables) obtenidos en el momento previo a la inoculación de la bacteria. A 
los 6 días post-infección, los niveles séricos de IL-6 disminuyeron notablemente resultando 
nuevamente indetectables (Figura 63). 
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Figura 63. Determinación de los niveles de IL-6 en suero. Se tomaron muestras de 
sangre en el momento previo a la infección (0 hs), a las 5 hs y 6 días post infección, para 
cada inóculo. nd: no detectable.       
 
Uno de los parámetros utilizados para seguir la evolución de la infección fue el peso 
de los ratones. Si bien es esperable que, como consecuencia de la infección los ratones 
disminuyan el peso, una pérdida muy grande de peso podría dejar a los ratones muy 
debilitados e interferir en la respuesta observada. El peso de los animales sufrió el cambio 
más abrupto a las 24 horas p.i., y posteriormente permaneció estable a lo largo del resto de 
los días evaluados en ambos grupos (Figura 64a y b).   
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Figura 64. Seguimiento del peso de los ratones. a) Variación del peso de los ratones a 
lo largo de tiempo, dependiendo del inóculo administrado. b) Comparación de la pérdida 
de peso sufrida a las 24 hs p.i. entre los grupos de animales inoculados con 1x107 y 
1x108 UFC/ratón. ns: no significativo. 
 
Ambas condiciones de inóculo produjeron abscesos medibles. El inóculo de 1x107 
UFC/ratón generó abscesos de un tamaño promedio de 42 mm2, cuyas medidas no se vieron 
alteradas significativamente en el tiempo, mientras que el inóculo de 1x108 UFC/ratón 
produjo abscesos de un tamaño mayor y más heterogéneos entre los animales (Figura 65a y 
b). 
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Figura 65. Tamaño de los abscesos. a) En las imágenes se muestra el aspecto de los 
abscesos luego de 6 días p.i. luego de haber recibido 1x107UFC/ratón o 
1x108UFC/ratón. Se midió el largo y el ancho de los abscesos formados en el sitio de 
inoculación de la bacteria durante 6 días. b) Se observa la evolución del tamaño del 
absceso en función del tiempo. 
 
Una vez determinado el tamaño de los abscesos, se realizó el recuento bacteriano en 
los mismos. No se observaron diferencias significativas en el recuento de bacterias 
encontrado a los 6 días p.i. en ninguno de los grupos estudiados (Figura 66). En ambos 
casos se recuperó a los 6 días un número de bacterias ligeramente menor que el inóculo que 
recibieron (4,7x106 UFC/absceso vs 1x107 UFC/ratón y 2,1x107 UFC/absceso vs 1x108 
UFC/ratón). 
 
a) 
b) 
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Figura 66. Recuento bacteriano en los abscesos. La línea punteada negras ilustra el 
inóculo inicial de 1x107 UFC/ratón mientras que la línea punteada gris ilustra el inóculo 
inicial de 1x108 UFC/ratón. Se realizó el recuento bacteriano en los abscesos formados a 
los 6 días p.i. ns: no significativo. 
 
En última instancia se evaluó la presencia de las bacterias en el bazo con el fin de 
evaluar una posible diseminación del microorganismo. En aquellos ratones que recibieron 
un inóculo inicial de 1x107 UFC/ratón no se evidenció la presencia de la bacteria en el bazo 
(0 de 4 ratones), mientras que se observó diseminación en algunos animales que recibieron 
un inóculo inicial de 1x108 UFC/ratón (2 de 4 ratones) (Figura 67). Si bien estos resultados 
no arrojaron una significancia estadística, podemos concluir que en los ratones que 
recibieron un inóculo alto de S. aureus, se ve favorecida la diseminación de la bacteria. 
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Figura 67. Recuento bacteriano en bazo. Se realizó un análisis de contingencia 
evaluando el número de ratones en el que se evidenció un recuento positivo de bacterias. 
 
A partir de los resultados obtenidos se decidió utilizar como inóculo en el ensayo de 
infección 1x107 UFC/ratón. Este inóculo generó una ligera pérdida de peso en los animales 
y formó abscesos delimitados, homogéneos y de un tamaño medible. Se buscó un modelo 
en el cual los ratones control (infectados pero no irradiados) no presentaran una 
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diseminación sistémica de la bacteria, con el fin de poder evaluar posibles modulaciones de 
la respuesta como consecuencia de la exposición a las diferentes dosis de RUV.  
 
2. ENSAYO DE INFECCIÓN CON S. aureus (USA300 LAC) EN RATONES 
EXPUESTOS A DIFERENTES DOSIS DE RUV Y RATONES CONTROL NO 
IRRADIADOS 
En el capítulo II se presentaron los resultados de la evaluación del efecto de los 
diferentes esquemas de irradiación sobre la respuesta inmune humoral (Acs anti-TT) y 
celular (CHS frente a OXA), y se observó que las principales modificaciones ocurrieron a 
las 24 horas de haber sido expuestos los ratones a ambos tipos de irradiación. Por este 
motivo, el estudio del efecto de los diferentes protocolos de irradiación sobre la respuesta 
inmune frente a la infección por S. aureus fue evaluada únicamente a las 24 horas post-
irradiación. El esquema básico de trabajo se resume en la Figura 68. 
 
 
Figura 68. Esquema de trabajo. Los animales fueron irradiados con una única dosis 
alta de RUV (grupo daUV) o con 4 dosis bajas consecutivas de RUV (grupo dbrUV), y 
a las 24 hs de la única o última irradiación fueron inocularon por vía subcutánea (sc) 
con un inóculo de S. aureus (USA300 LAC) de 1x107 UFC/ratón. El mismo 
procedimiento fue realizado con ratones control (SI). El seguimiento de la infección se 
realizó mediante la medida del peso de los ratones y la determinación del tamaño del 
absceso (ancho x largo) cada 24 hs p.i. A los 6 días p.i. los ratones fueron sacrificados, 
previa extracción de sangre para la titulación de Acs anti-S. aureus, y los abscesos, los 
bazos y los pulmones fueron obtenidos de cada animal. Se realizó un homogenato de 
los tejidos para realizar el recuento bacteriano; además, en el absceso se realizó la 
cuantificación de citoquinas y a partir del bazo se realizó un ensayo de proliferación 
linfocitaria Ag específica. 
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2.1.  Seguimiento de la infección 
El seguimiento de la infección se realizó mediante la determinación del peso de los 
ratones y el tamaño de los abscesos formados, una vez por día durante los 6 días que duró 
el ensayo.  
Al igual que lo observado previamente, los ratones disminuyeron su peso a las 24 
horas p.i. en todos los grupos estudiados, y posteriormente el peso se mantuvo constante en 
un valor menor al inicial (Figura 69a). No se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en cuanto a la pérdida de peso entre los animales de los grupos irradiados y el 
control no irradiado. Sin embargo, los ratones expuestos a dbrUV presentaron una pérdida 
de peso mayor a las 24 horas p.i. respecto a la observada en los ratones expuestos a daUV 
(Figura 69b y c). 
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Figura 69. Evaluación del peso de los ratones. a) Seguimiento en el tiempo del peso 
de los ratones desde el momento de infección, cada 24 hs hasta los 6 días p.i. b) Pérdida 
de peso respecto del momento de la infección a las 24 hs y c) a los 6 días p.i. SI: Sin 
Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05. 
 
En cuanto al tamaño de los abscesos, se observó que los ratones control generaron 
abscesos muy homogéneos y estables a lo largo de todo el ensayo. Los ratones que 
recibieron una daUV y fueron infectados a las 24 horas también formaron abscesos de 
a) 
b) c) 
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tamaño homogéneo alcanzando el área máxima a los 2 días p.i. Por el contrario, los 
animales que fueron expuestos a dbrUV y fueron infectados a las 24 horas generaron 
abscesos de tamaño muy heterogéneo, alcanzando el área máxima a las 24 horas p.i. 
(Figura 70a y b). En todos los grupos, los abscesos se formaron y rápidamente se 
necrosaron, independientemente del tamaño de los mismos. Sin embargo, no se 
evidenciaron diferencias estadísticamente significativas en los tamaños de los abscesos 
generados entre los animales sometidos a los diferentes tratamientos.  
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Figura 70. Evaluación de la formación de abscesos. a) Observación macroscópica de 
los abscesos generados a día 1 y día 6 p.i. Para la comparación se utilizó un ratón 
representativo de cada grupo. b) El gráfico muestra el área de los abscesos formados a lo 
largo del todo el proceso de infección. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, 
dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. 
a) 
b) 
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2.2. Determinación de los niveles séricos de IL-6 
En condiciones basales (previo a la irradiación) no se obtuvieron niveles 
cuantificables de IL-6 en suero. Como consecuencia de la exposición a RUV, en el 
momento previo a la infección los niveles de IL-6 se encontraban aumentados respecto de 
las condiciones basales en ambos grupos, siendo este aumento estadísticamente 
significativo en aquellos animales expuestos a una daUV (73,6 pg/ml vs no detectable). A 
las 5 horas p.i. el suero proveniente de todos los grupos de ratones presentó niveles 
elevados de IL-6. Este aumento resultó estadísticamente significativo al comparar los 
valores alcanzados por cada grupo respecto de sus valores basales y post-UV, pero no 
resultaron diferentes entre los grupos. Al finalizar el ensayo, los niveles de IL-6 
disminuyeron significativamente, resultando aún detectables luego de 6 días p.i. (Figura 
71).  
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Figura 71. Determinación de los niveles de IL-6 en suero. Se tomaron muestras de 
sangre en el momento previo a la irradiación (Basal), a las 24 hs post-UV, a las 5 hs y 6 
días post infección. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: dosis bajas y 
repetitivas de RUV, nd: no detectable. **p<0,01, ***p<0,001. 
       
2.3. Recuento de bacterias en los abscesos 
Al realizar el recuento bacteriano en los abscesos no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos estudiados. A los 6 días p.i, en todos los 
grupos se recuperó una cantidad de bacterias similar a la inoculada, aunque el grupo de 
animales expuestos a dbrUV fue el único en el que este recuento se incrementó levemente 
(1x107 UFC/absceso vs 1x107 UFC/ratón en el grupo control; 5x106 UFC/absceso vs 1x107 
UFC/ratón en el grupo daUV y 4,4x107 UFC/absceso vs 1x107 UFC/ratón en el grupo 
dbrUV) (Figura 72). 
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Figura 72. Recuento bacteriano en el absceso. La línea punteada representa el valor 
del inóculo inicial: 1x107 UFC/ratón. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: 
dosis bajas y repetitivas de RUV. 
 
2.4. Cuantificación de citoquinas en homogenatos de abscesos de ratones infectados. 
En todos los homogenatos analizados se pudo cuantificar IL-6 (Figura 73a) e IL-1β 
(Figura 73b), citoquinas inflamatorias producidas en respuesta a la infección con S. aureus. 
Lo mismo se observó para TNF-α pero los niveles alcanzados no fueron tan elevados 
(Figura 73c). Si bien no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los 
distintos grupos de animales, se observó una tendencia a que el grupo que recibió una 
daUV a los 6 días p.i presentara valores más bajos de IL-1β y TNF-α (Figuras 73a y c). El 
mismo perfil de respuesta se evidenció para IFN-γ (Figura 73e). A su vez, el grupo de 
daUV fue el único que presentó una disminución de la producción de CXCL-1 (molécula 
quimioatractante de neutrófilos) y dicha disminución resultó estadísticamente significativa 
(Figura 73d). En comparación con el grupo control y el de dbrUV, no se lograron medir 
niveles detectables de IL-10. Por el contrario, la exposición a dbrUV no modificó 
significativamente la producción de ninguna de las citoquinas y quimioatractantes medidos. 
Sin embargo se observó en los homogenatos una tendencia a que este grupo produjera 
mayores niveles de IL-4 (Figura 73f). La presencia de IL-17 no pudo ser detectada en 
ningún homogenato.  
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Figura 73. (Página previa) Cuantificación de citoquinas y quemoquinas en 
homogenatos de abscesos provenientes de ratones infectados. Se determinó la 
concentración de citoquinas pro-inflamatorias (a-c), quemoquinas (d), citoquinas Th1 
(IFN-γ), Th2 (IL-4 e IL-10) en los homogenatos de ratones infectados y expuestos a 
diferentes protocolos de irradiación y animales no irradiados. Los resultados se expresan 
como pg de citoquina / mg de proteína en el homogenato. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis 
alta de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. *p<0,05. 
 
2.5. Recuento de bacterias en bazo y pulmón 
Con el objetivo de analizar si existió diseminación sistémica de la bacteria, se realizó 
el recuento bacteriano en el bazo y pulmones de los ratones infectados. Tanto en el grupo 
control como en el grupo que recibió una daUV se observó la presencia de la bacteria en el 
bazo en un único ratón en cada grupo. Por el contrario, prácticamente en todos los ratones 
que recibieron dbrUV se pudo aislar a la bacteria en ese órgano, demostrando que la 
diseminación se encontró favorecida en este grupo de animales (Tabla 8; Figura 74). Al 
evaluar la presencia de la bacteria en pulmones no se observó una diferencia 
estadísticamente significativa entre los grupos. Sin embargo, el grupo de animales 
expuestos a dbrUV fue el que presentó mayor cantidad de animales con presencia de la 
bacteria en el pulmón (Tabla 9; Figura 75).  
 
Tabla 8. Diseminación de la bacteria en bazo. Análisis de contingencia. 
Tratamiento Número de ratones 
No diseminado Diseminado 
SI 6 1 
daUV 5 1 
dbrUV 1 5 
En la tabla se detalla el número de ratones en los que se encontró bacteria en el bazo 
(Diseminado) o en los que no se encontró (No diseminado) para cada tratamiento.  
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Figura 74. Presencia de bacteria en bazo. * p<0,05. Test de Fischer. SI: Sin Irradiar, 
daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. 
 
 
Tabla 9. Diseminación de la bacteria en pulmones. Análisis de contingencia. 
Tratamiento Número de ratones 
No diseminado Diseminado 
SI 5 2 
daUV 5 1 
dbrUV 3 3 
En la tabla se detalla el número de ratones en los que se encontró bacteria en los 
pulmones (Diseminado) o en los que no se encontró (No diseminado) para cada 
tratamiento. 
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Figura 75. Presencia de bacteria en pulmones. No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: dosis 
bajas y repetitivas de RUV. ns: no significativo. 
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2.6. Evaluación de la respuesta celular específica. Ensayo de proliferación antígeno 
específico. 
Con el fin de evaluar la respuesta celular específica frente a la infección, se decidió 
estudiar cómo respondían los LT del bazo de cada uno de los ratones al ser estimulados, in 
vitro, con la bacteria muerta por calor. A los grupos de animales previamente ensayados se 
incorporó un grupo de animales control que no fueron irradiados ni infectados. Una vez 
obtenidos los esplenocitos de los animales provenientes de todos los grupos, el ensayo de 
proliferación incluyó los siguientes controles: un control basal, en el cual se incubaron las 
células con medio de cultivo y un control de proliferación inespecífica, en el cual se 
incubaron las células con ConA, con el fin de evaluar que los linfocitos eran capaces de 
responder a estímulos in vitro. 
Para poder determinar si las células proliferaron o no en respuesta al estímulo 
bacteriano, se calculó un valor de Cut-Off a partir del cual se consideró como positiva la 
proliferación. Este Cut-Off se obtuvo a realizando el promedio de las proliferaciones 
basales de las células provenientes de todos los grupos de animales, tanto de ratones no 
infectados como de ratones infectados, valor al cual se le sumaron 2 desvíos estándar.  
 
 
Sólo aquellas proliferaciones positivas fueron consideradas para el análisis 
estadístico.  
Todas las células provenientes de los diferentes grupos de ratones fueron capaces de 
proliferar en respuesta al estímulo con Con A (datos no mostrados). Tanto las células 
provenientes de ratones control (SI) como las células provenientes de ratones irradiados 
(daUV y dbrUV) presentaron proliferación positiva al ser estimuladas con la bacteria 
muerta por calor. Sin embargo, las células provenientes de ratones expuestos a dbrUV 
presentaron una proliferación antígeno específica significativamente mayor al control sin 
irradiar (Figura 76). 
 
 
 
Cut-Off  = Media proliferaciones basales + 2 SD 
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Figura 76. Proliferación antígeno específica. En el gráfico se muestran las 
proliferaciones de todos los grupos y un control que incluye ratones no irradiados y no 
infectados. La proliferación se determina en cuentas por minuto (cpm). SI: Sin Irradiar, 
daUV: dosis alta de RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05.  
   
Para evaluar el perfil de activación de los linfocitos en respuesta al estímulo 
antigénico, se evaluó la concentración de IFN-γ (Th1), IL-4 e IL-10 (Th2) en los 
sobrenadantes de cultivo de las células estimuladas con S. aureus muerto por calor. En 
todos los casos, las células provenientes de los 3 grupos de ratones que no recibieron 
estímulo antigénico (cultivadas en RPMI) no produjeron niveles cuantificables de ninguna 
de las citoquinas evaluadas. Por el contrario, en todos los casos fue posible cuantificar IFN-
γ e IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de las células desafiadas con S. aureus. Si bien no 
se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los distintos tratamientos, en 
el grupo de dbrUV se evidenció una tendencia al aumento de la producción de IFN-γ (3077 
vs 1036 pg/ml, respecto del grupo SI) (Figura 77a), mientras que en el grupo de daUV se 
evidenció una tendencia al aumento de IL-10 (4470 vs 2003 pg/ml, respecto del grupo 
control) (Figura 77b). Se estableció la relación IL-10/ IFN-γ con el fin de analizar el 
balance anti-inflamatorio/pro-inflamatorio obtenido, el cual resultó mayor para el grupo de 
daUV (4,8 vs 1,5, respecto del control) (Figura 77d), sin embargo ese aumento no fue 
estadísticamente significativo. Por otro lado, al analizar los niveles de IL-4 se observó que 
únicamente el grupo de dbrUV produjo valores cuantificables de esta citoquina, resultando 
indetectables para los otros grupos analizados (Figura 77c). Sorpresivamente, no pudo 
detectarse IL-17 en ningún homogenato.      
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Figura 77. Cuantificación de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de células 
estimuladas con S. aureus. Se determinaron los niveles de IFN-γ (a), IL-10 (b) e IL-4 
(c) y se realizó la relación IL-10/IFN-γ (d). SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de RUV, 
dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05.  
 
2.7. Evaluación de la respuesta humoral específica. Titulación de anticuerpos anti-S. 
aureus. 
Con el fin de evaluar si los animales infectados con S. aureus desarrollaron una 
respuesta humoral específica a los 6 días p.i. se realizó un ELISA indirecto para la 
determinación del título de Acs IgM e IgG anti-S. aureus.  
Las curvas de titulación obtenidas para el isotipo IgM fueron curvas incompletas 
(Figura 78a), por lo que el título de las mismas se obtuvo a partir de la determinación del 
Cut-Off según lo explicado en el Capítulo II inciso 7, mientras que las curvas obtenidas 
para el isotipo IgG resultaron curvas completas y el título se calculó como el EC50 (Figura 
78c). Todos los animales infectados presentaron en suero a los 6 días p.i. Acs anti-S. aureus 
del isotipo IgM e IgG. Los ratones irradiados presentaron mayores títulos de IgM anti- S. 
aureus, respecto de los ratones no irradiados (Figura 78b). Sin embargo, no se observaron 
diferencias estadísticamente significativas entre ambos grupos irradiados. Sorpresivamente, 
a los 6 días p.i. también se encontraron niveles elevados de IgG anti-S.aureus. Los ratones 
expuestos a daUV fueron los que presentaron mayores títulos de Acs séricos (Figura 78d). 
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Figura 78. Titulación de Acs anti-S. aureus en el suero de ratones infectados. Se 
muestran las curvas de titulación promedio para cada grupo de ratones de Acs IgM anti-
S. aureus (a) e IgG anti-S.aureus (c) y el título obtenido de Acs IgM anti-S. aureus (b) e 
IgG anti-S.aureus (d) para cada grupo de ratones. El título se determinó mediante un Cut 
Off en el caso de IgM y como el Log EC50 para IgG. SI: Sin Irradiar, daUV: dosis alta de 
RUV, dbrUV: dosis bajas y repetitivas de RUV. * p<0,05.  
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A partir de los resultados obtenidos en el Capítulo III podemos realizar las 
siguientes conclusiones parciales: 
 Se logró establecer un modelo de infección cutánea por S. aureus.  
 Se eligió la cepa de S. aureus USA300 LAC y un inóculo de 1x107 UFC/ratón. 
 La inoculación subcutánea produjo abscesos visualizables y medibles. 
 
Una dosis alta de RUV produce: 
 Un aumento de los niveles de IL-6 en suero a las 5 horas post-infección, similar 
a lo observado en el grupo control. 
 Ningún cambio en la pérdida peso de los ratones respecto del grupo control. 
 Abscesos homogéneos y medibles, de un tamaño similar a los obtenidos por el 
grupo control. 
 Un recuento bacteriano en el absceso a los 6 días post-infección similar al 
inóculo inicial y al obtenido en el grupo control. 
 Disminución de la concentración de CXCL-1 en el homogenato. 
 Disminución de la concentración de IL-10 en el homogenato. 
 Ningún cambio en cuanto a la diseminación de la bacteria a bazo y pulmón, 
respecto de lo observado en el grupo control. 
 Respuesta celular específica de LT similar a la observada en el grupo control. 
 Aumento del título de IgM e IgG anti-S.aureus en el suero de los ratones. 
 
Dosis bajas y repetitivas de RUV producen: 
 Un aumento de los niveles de IL-6 en suero a las 5 horas post-infección, similar 
a lo observado en el grupo control. 
 Ningún cambio en la pérdida peso de los ratones respecto del grupo control. 
 Abscesos de tamaños muy heterogéneos pero medibles. El área final alcanzada 
no difiere de la observada en el grupo control. 
 Un recuento bacteriano en el absceso a los 6 días post-infección con una 
tendencia a aumentar.  
 Aumento de la diseminación bacteriana en bazo. 
 Aumento de la respuesta celular específica de LT, con producción de IL-4 en el 
sobrenadante de cultivo. 
 Leve aumento del título de IgM anti-S.aureus en el suero.  
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Los seres humanos están constantemente expuestos a la luz solar, ya sea de forma 
ocasional en nuestros quehaceres diarios, o bien, en forma intencional mientras tomamos sol. 
La piel es, junto con los ojos, el órgano más externo del organismo y, de esta manera, se 
encuentra mayormente afectada por dicha exposición. A partir de los descubrimientos 
realizados por Margaret Kripke a fines de los años 70, se introdujo el concepto de 
“Fotoinmunología” como la rama de la fotobiología que estudia el efecto de las radiaciones 
solares sobre el sistema inmune. La exposición de la piel a la RUV está comúnmente asociada 
con un impacto negativo sobre la salud humana. Esto se debe al incremento en la incidencia 
de diferentes tumores de piel (tanto melanoma como no-melanoma) en individuos expuestos 
con mayor asiduidad a la luz solar. La luz UV no sólo posee un rol mutagénico en las células 
de la piel, sino que también induce un estado de disminución de la respuesta inmune 
(inmunosupresión inducida por UV). En los primeros experimentos realizados, se observó que 
este estado de inmunosupresión se alcanzaba en animales cuando eran expuestos durante 
tiempos prologados (más de 6 meses) a dosis bajas de RUV. Con el avance de las 
investigaciones en el área se demostró que el estado de inmunosupresión inducido por UV 
puede alcanzarse con una gran diversidad de exposiciones, tanto únicas a dosis altas (Gorman 
et al. 2012)(Li et al. 2015) como múltiples a dosis suberitema (Rana et al. 2011)(Wang et al. 
2013). 
Contrariamente a lo anteriormente expuesto, gran cantidad de reportes atribuyen efectos 
benéficos para la salud a la exposición cutánea a la RUV (Reichrath & Nürnberg 2009). A 
modo de ejemplo, existe evidencia epidemiológica que demuestra que el incremento de la 
infección viral por Influenza se correlaciona con una menor exposición a la luz solar, ya sea 
por motivos geográficos o estacionales (Cannell et al. 2006). En otro reporte, realizado sobre 
un modelo experimental de infección por Leishmania amazonensis, se observó que la 
exposición de los animales a RUV produce una mejora en las lesiones cutáneas producidas 
por la infección experimental (Khaskhely et al. 2002). 
Sobre la base de estos conocimientos previos es que decidimos evaluar cómo distintas 
formas de exposición a la RUV son capaces de modular al sistema inmune. En una primera 
instancia, se estudiaron los efectos locales de la RUV, evaluando la respuesta inmune innata 
en la piel; posteriormente, se analizó el impacto a nivel sistémico, al evaluar distintos 
parámetros de la respuesta inmune adaptativa y, finalmente, se estudiaron ambas respuestas 
conjuntamente utilizando un modelo de infección cutánea por S. aureus. 
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El primer desafío resultó en la elección de las dosis de RUV a utilizar en el presente 
trabajo. En bibliografía se encontró el empleo de innumerables protocolos de irradiación 
diferentes, cada uno volcado hacia el estudio de una problemática en particular. Muchos de 
ellos presentan como principal objetivo el estudio de la fotocarcinogénesis, en los cuales se 
emplean, generalmente, protocolos de larga duración empleando dosis bajas de RUV, como 
mencionamos anteriormente. Otros autores se han dedicado al estudio de los efectos 
inflamatorios atribuibles a la exposición a dosis agudas de RUV, empleando dosis mucho más 
altas de RUV (Paz et al. 2008).  
En el presente trabajo de tesis decidimos comparar dos modelos diferentes de 
exposición a la RUV: una única exposición a una dosis alta de RUV (daUV: 400 mJ/cm2), 
que equivale a 2 DME y representa una exposición aguda, por única vez, de larga duración. 
Según mediciones satelitales realizadas por la NASA, esta irradiación equivale a estar 
expuestos al sol del mediodía durante aproximadamente 4 horas en verano, en las latitudes 
correspondientes a la costa atlántica argentina. En contraposición, se buscó evaluar el efecto 
de la exposición en forma repetitiva a dosis muy bajas de RUV (dbrUV: 20 mJ/cm2 durante 4 
días consecutivos), que equivale a 0,1 DME cada día, con una dosis total acumulada de 80 
mJ/cm2. Con este tipo de exposición se intentó emular la exposición cotidiana y breve a la 
RUV durante el verano, debido a que equivale a estar expuestos al sol del mediodía en verano 
durante 12 minutos. Hasta la fecha, existen muy pocos trabajos en los que se evalúe los 
efectos de este tipo de exposición sobre el sistema inmune (Hong et al. 2008). 
Otro aspecto a tener en cuenta fue la elección del modelo animal. Elegimos trabajar con 
ratones hairless, de la cepa SKH:1, ampliamente utilizados en estudios de fotoinmunología. 
Esta cepa se caracteriza por ser inmunocompetente, y por la falta de pigmentación y de pelo 
que presentan, resulta una ventaja a la hora de realizar aplicaciones tópicas de diversos 
agentes y de ser irradiados con RUV. Además, las respuestas cutáneas son más fácilmente 
visualizables. Es un modelo bien caracterizado para el estudio de cicatrización, respuestas 
inflamatorias en la piel y fotocarcinogénesis (Benavidesa et al. 2009).  
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Evaluación de la respuesta inmune innata 
Efectos observados frente a la exposición a una daUV 
La piel cumple un rol fundamental como primer barrera física y química de defensa. De 
esta manera, evita el ingreso de agentes y/o microorganismos potencialmente dañinos para el 
organismo. Esta función de barrera física está dada por la composición de su epitelio y su 
organización estructural. Es por esto que decidimos evaluar los posibles cambios en el tejido 
cutáneo producto de la exposición a diferentes dosis de RUV. 
La exposición a una daUV generó, durante las primeras 24 horas, una pérdida de la 
integridad del epitelio, que conserva prácticamente sólo el estrato de células basales, alterando 
su función de barrera protectora. Consecuentemente, se evidenció un aumento del porcentaje 
de células epidérmicas que expresan el marcador CD49b, integrina presente en los 
queratinocitos basales, involucrada en la adhesión de las células a la membrana basal. 
Además, las células de la epidermis presentaron alteraciones mitocondriales, transformándose 
en células metabólicamente menos activas y con menor capacidad de producción mitocondrial 
de O2.-. Esto puede deberse, por un lado, al daño propio de la RUV sobre las células y en 
particular, sobre las mitocondrias, y por otro lado, a una disminución de la incorporación de 
oxígeno por parte de las mitocondrias dañadas (Gonzalez Maglio et al. 2005). 
En los días posteriores a la irradiación, el epitelio respondió a la agresión recibida 
aumentando el grosor epidérmico en todos sus estratos como resultado de la 
hiperproliferación de los queratinocitos, con el fin de regenerar la epidermis dañada. Sin 
embargo, estas células epidérmicas continuaron metabólicamente menos activas y, a 
diferencia de lo ocurrido a tiempos tempranos, con un porcentaje mayor de las mismas con 
mitocondrias productoras de O2.-. Esta mayor producción de especies reactivas del oxígeno 
podría estar relacionada con la destrucción previa de la epidermis o con una posible expresión 
de las óxido nítrico sintasas (NOS), cuyo producto es un inhibidor de la citocromo oxidasa y 
la citocromo c reductasa en el transporte de electrones mitocondrial, llevando a una reducción 
incompleta del O2 (Carreras et al. 1996). Macroscópicamente, a los 8 días de la exposición a 
una daUV se observaron serias quemaduras en la piel de los ratones expuestos, con zonas 
ampolladas. La formación de estas ampollas se correlaciona con la disminución del porcentaje 
de células que expresan la integrina CD49b. Al poder anclarse menos los queratinocitos 
basales a la membrana basal, se forman espacios entre la dermis y la epidermis que se 
conocen como ampollas. 
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Los queratinocitos son considerados una de las células centinelas de la piel (Nestle et al. 
2009). En este sentido, son capaces de censar estímulos nocivos, tanto físicos y químicos 
como biológicos, y responder produciendo diferentes mediadores solubles, tal como se 
mencionó en la introducción. Estos mediadores pueden tener su efecto final en la propia 
epidermis, pueden difundir hacia la dermis e impactar sobre los fibroblastos modulando la 
expresión de otros mediadores, o bien tener efectos más distales al acceder a la circulación 
sanguínea y linfática. Por lo tanto, consideramos que la forma más completa de abordar este 
estudio era analizando los perfiles de producción de las citoquinas y quemoquinas tanto en el 
epidermis como en dermis, por separado, sin tomar la piel entera. 
La exposición de la piel a una daUV generó una marcada respuesta inflamatoria tanto 
en epidermis como en dermis, caracterizada por la producción de mediadores pro-
inflamatorios. Se evidenció una rápida expresión de TNF-α en epidermis y de IL-6 en dermis. 
Horas después de la exposición, en el momento en el que la epidermis se encontraba 
gravemente dañada por la irradiación, la producción de ambas citoquinas alcanzó su máximo 
nivel. El estudio por separado de ambos tejidos permitió evidenciar una respuesta diferencial 
en cuanto a la producción de citoquinas pro-inflamatorias en cada uno de ellos (mayor 
producción en epidermis). Al mismo tiempo, la exposición aguda a la RUV produjo una 
rápida inducción de moléculas quimioatractantes de neutrófilos y macrófagos, contribuyendo 
aún más al estado inflamatorio de la piel. La expresión de CXCL-1, molécula 
quimioatractante de neutrófilos, aumentó rápidamente y se alcanzaron los niveles máximos de 
expresión a las 24 horas post-UV tanto en epidermis como en dermis, momento en el cual se 
observó un incremento de neutrófilos circulantes los cuales comenzaron a aparecer en forma 
difusa en la dermis. Los niveles de CCL-2, molécula quimioatractante de 
monocitos/macrófagos, siguió el mismo perfil de inducción que CXCL-1, alcanzando el 
máximo nivel de producción a las 24 horas post-UV, siendo los valores mayores en dermis 
que en epidermis. En ese momento, se observó en la dermis la presencia de granulomas de 
mayor tamaño, compuestos por células fagocíticas. Estas células tendrían como principal 
función la eliminación de células alteradas y restos celulares producto del daño recibido, 
como así también establecerse en el tejido como centinelas frente a una posible infección 
debido a la fragilidad del epitelio.  
En el momento en el que el epitelio se estaba regenerando (8 días post-UV), se 
evidenciaba una disminución de la producción de los mediadores inflamatorios. Sin embargo, 
es a este tiempo donde se observó el máximo nivel de infiltración de la dermis por parte de los 
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neutrófilos y monocitos/macrófagos. Los neutrófilos presentaron una localización cercana a la 
membrana basal, en la dermis superficial, mientras que en la dermis profunda aumentó el 
número de granulomas ricos en células epitelioides y macrofágicas, al igual que fuera 
descripto por otros autores (Lee et al. 2008). Esto demuestra que, a pesar de que la epidermis 
se encuentra en estado de recuperación, la dermis continúa llevando a cabo mecanismos de 
eliminación de restos celulares y vigilancia. 
Un hecho importante a destacar es que, si bien la activación de vías de inflamación en 
macrófagos lleva a la producción de VEGF-α (Kiriakidis et al. 2003), llamativamente, no se 
observaron cambios en la vasculatura linfática ni en la transcripción de este factor en la piel 
de estos animales. 
Como la RUV impacta directamente sobre las células de la epidermis, el siguiente 
objetivo fue estudiar cómo se alteraban las poblaciones celulares. Los cambios en la 
población de queratinocitos se pudieron evidenciar histológicamente observando las 
alteraciones de la epidermis, descriptas previamente. Otra población celular presente en la 
epidermis de los ratones es la población de LTγδ. La mayoría de las células T expresan el 
receptor TCR αβ y se encuentran asociados a las moléculas CD4 o CD8. Sin embargo, una 
minoría de los LT (1-10%) presenta un TCRγδ y no se encuentran asociados a CD4 ni a CD8. 
En los ratones, la mayor parte de estos LTγδ reside en forma intraepitelial en la piel, intestino 
y tracto gastrointestinal (Girardi 2006). Luego de la exposición a una daUV, se observó una 
disminución del número de LTγδ en la epidermis de los ratones irradiados, en concordancia 
con la pérdida de la integridad del epitelio. Sin embargo, a los 8 días post-UV, cuando la 
epidermis se encontraba en plena recuperación, el porcentaje de LTγδ disminuyó aún más. 
Los LTγδ son células que participan en procesos de cicatrización de heridas y reparación 
tisular (Jameson et al. 2002). Evidentemente, el proceso de regeneración de la epidermis no 
involucraría la participación de estos linfocitos y el restablecimiento del pool de LTγδ de la 
epidermis requeriría más tiempo que el evaluado. Por otro lado, en la dermis se observó un 
aumento progresivo del infiltrado linfocitario a medida que pasan los días. A los 8 días post-
UV se evidenció un infiltrado crónico, caracterizado por la presencia de macrófagos tisulares, 
linfocitos y células plasmáticas. De esta manera, la falta de linfocitos epidérmicos podría ser 
suplida, en parte, por el reclutamiento de otros linfocitos a la dermis. 
Como el epitelio se encuentra severamente dañado y hay una menor cantidad de 
linfocitos en la epidermis, la piel pierde parte de su función de barrera física protectora y se 
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torna más vulnerable a posibles infecciones con microorganismos saprófitos de la piel, o bien, 
con otros patógenos. Debido a esto, decidimos evaluar el porcentaje de células epidérmicas 
que expresan TLRs, con el fin de ejemplificar cambios en la forma en la que las células 
censan a los microorganismos. En el momento en el que el epitelio se encontraba más dañado 
(24 horas post-UV), se observó un aumento del porcentaje de células epidérmicas que co-
expresaban los receptores TLR-2 y TLR-4. De esta manera, las células remanentes del epitelio 
serían capaces de reconocer PAMPs provenientes tanto de bacterias Gram positivas como 
Gram negativas. Con el tiempo, aun cuando el epitelio se encontraba en proceso de 
regeneración, el porcentaje de células que co-expresaban esto receptores se mantuvo 
incrementado, aunque menor que a las 24 horas. Esto significaría que las células de la 
epidermis, aun cuando el epitelio se encuentra proliferando, conservan una mayor capacidad 
de reconocimiento.  
Además de la capacidad del epitelio de reconocimiento directo de bacterias a través de 
TLRs, decidimos evaluar si se producían cambios en la producción de péptidos 
antimicrobianos por parte de la células expuestas. Se observó una ligera transcripción de los 
genes de β-Defensina-14 y Catelicidina en dermis a las 6 horas post-UV, momento en el cual 
los niveles de transcripción de TRL-2 y TLR-4 se encontraban disminuidos. Posiblemente, 
esta transcripción ligeramente aumentada de sustancias antimicrobianas podría suplir la 
disminución temprana de los TLRs, como mecanismo de defensa. Lamentablemente no se 
pudieron detectar niveles de 25(OH)VitD3 cuantificables tanto en epidermis como en dermis, 
de manera tal de poder demostrar la participación de los mecanismos dependientes de 
vitamina D. Resulta sumamente complicado poder detectar al metabolito en extractos de piel, 
por lo que una posible estrategia a futuro sería buscar a las enzimas participantes de las vías 
de síntesis tanto de la 25(OH)VitD3 (CYP27A1) como del 1,25(OH)2VitD3 (CYP27B1). 
 
Efectos observados frente a la exposición a una dbrUV 
Tal como se describió para una daUV, luego de la exposición de la piel a dbrUV 
también se observaron cambios en la integridad de la epidermis. A diferencia de lo observado 
en el grupo anterior, dbrUV produjeron una rápida hiperplasia del epitelio (24 horas), y si 
bien con el tiempo (8 días) el grosor de la epidermis tiende a disminuir, aún permanece 
incrementado respecto a los animales no irradiados. Como se mencionó en la introducción, la 
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hiperplasia e hiperqueratosis, ambos observados luego de la exposición a dbrUV, son los 
principales signos del fenómeno de fotoadaptación (Oh et al. 2004).  
Las células epidérmicas de los animales expuestos a dbrUV, además de encontrarse 
proliferando, se hallaban en un estado de mayor actividad metabólica y no estresadas, es 
decir, sin producir O2.- en sus mitocondrias. Por estas razones, estas células estarían 
proliferando en mejores condiciones que las células de animales expuestos a daUV. 
En este proceso de hiperplasia tisular podrían estar involucrados los LTγδ epiteliales, ya 
que no se ve alterado su número como consecuencia de las irradiaciones, sino que se observa 
una tendencia al aumento de los mismos.  
La exposición a dbrUV no aumentó la producción de citoquinas pro-inflamatorias en 
epidermis ni en dermis, ni produjo modificaciones en la expresión de moléculas 
quimioatractantes de neutrófilos y monocitos/macrófagos. Esto último se ve reflejado por la 
ausencia de infiltrado de neutrófilos en la piel de los ratones y además, por el hecho de que no 
se produjeron cambios en los granulomas normalmente observados en la piel de los animales. 
Sin embargo, sí se observó un aumento de la transcripción de CXCL-12 tanto en epidermis 
como en dermis, reflejado en un leve aumento del infiltrado linfocitario en la dermis. Es 
probable que parte de los linfocitos reclutados hayan migrado al epitelio proliferante donde el 
pool de linfocitos se mantuvo estable, con una tendencia al aumento.  
En este contexto, se observó un aumento de la transcripción de TLR-2 y TLR-4 a 
diferentes tiempos que no se vio traducido a proteína. A su vez, tanto la epidermis como la 
dermis presentaron un gran aumento de la transcripción de péptidos antimicrobianos. 
Lamentablemente, no contamos con la posibilidad de cuantificar las proteínas β-Def-14 y 
CRAMP ni su efecto para poder corroborar este aumento tan importante observado luego de 
la exposición a dbrUV. En un reporte de Hong y colaboradores (Hong, 2008), en el que 
utilizan ratones hairless expuestos a dosis bajas y repetitivas de RUV muy similares a las 
utilizadas en el presente trabajo de tesis (40 mJ/cm2, 3 días consecutivos), se estudió el efecto 
de la exposición sobre la permeabilidad del epitelio y la relación con la producción de 
péptidos antimicrobianos. Los investigadores observaron que luego de la exposición a dosis 
bajas de RUV se produce un aumento de la expresión de las hidroxilasas involucradas en la 
síntesis cutánea de la 1,25-(OH)2-VitD3, la cual actúa como factor de transcripción 
responsable del aumento en la producción de β-Def y CRAMP. A su vez, la 1,25-(OH)2-VitD3 
sería capaz de inducir la síntesis de involucrina y filagrina, proteínas necesaria para la correcta 
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diferenciación del epitelio, favoreciendo de esta manera una mejora en la función de barrera 
del epitelio.  
Con el fin de establecer un posible nexo entre la respuesta inmune innata y la 
adaptativa, decidimos estudiar la vasculatura linfática y la transcripción de VEGF-α. Se 
observó que dbrUV aumentan la transcripción de VEGF-α, fenómeno que podría repercutir en 
un aumento de la permeabilidad vascular y en un futuro, en la síntesis de nuevos vasos 
sanguíneos. Existen en bibliografía estudios que indican que la RUVB induce la expresión de 
VEGF-α y se lo relaciona con el aumento de la vasculatura linfática de la piel irradiada 
(Kajiya et al. 2006). A partir de estos estudios, decidimos evaluar la linfoangiogénesis 
mediante la técnica de inyección de azul de Evans. De esta manera, se observó un incremento 
en la vasculatura linfática en ratones expuestos a dbrUV. Si bien el rol del aumento de la 
vasculatura linfática en respuesta a la RUV no está del todo dilucidado, pensamos que podría 
favorecer el flujo homeostático de fluidos y el reclutamiento de células desde la dermis a los 
órganos linfoides secundarios con la finalidad de activar y favorecer la respuesta inmune 
adaptativa. 
Se podría pensar que en estas condiciones la piel tendría la “capacidad” o el “potencial” 
de producir moléculas pro-inflamatorias (citoquinas, TLRs, péptidos antimicrobianos) en el 
caso que, durante el transcurso de las irradiaciones, se produzca una infección. Al no 
encontrarse expuesta a alguna noxa, la expresión de estos genes se autorregula. A esta 
“capacidad” que tiene la piel de responder de esta manera la llamamos estado de 
FOTOALERTA. 
 
Evaluación de la respuesta inmune adaptativa 
A principio de los años 80, investigadores dedicados al estudio del sistema inmune 
cutáneo dilucidaron conocimientos claves que demostraron el importante rol de la piel como 
componente del sistema inmune. En primer lugar, descubrieron que las células de Langerhans 
derivan de médula ósea y que son capaces de presentar antígenos. Posteriormente, observaron 
que existía una subpoblación de LT con alta afinidad por la piel, y por último, evidenciaron 
que las células de la epidermis tienen la capacidad de producir múltiples citoquinas y 
quemoquinas capaces de afectar en gran medida la maduración de los LT (Stingl et al. 1978). 
Sobre la base de estos conocimientos, se propuso el concepto de SALT (del inglés, “Skin 
Associated Lymphoid Tissues”), el cual refuerza la teoría de que la piel no es simplemente un 
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barrera física de defensa, sino que además, forma parte del sistema linfático, con la finalidad 
de interconectar a los distintos componentes celulares y solubles de la piel con los órganos 
linfoides secundarios (Streilein 1978)(Streilein 1985). 
A partir de estos antecedentes es que se decidió estudiar si como consecuencia de la 
exposición de la piel a daUV y dbrUV se ve alterada la respuesta inmune adaptativa normal y 
si los cambios observados previamente sobre la respuesta inmune innata repercuten en la 
inmunidad adaptativa.  
Los órganos linfoides secundarios son los sitios anatómicos en los cuales se monta la 
respuesta inmune adaptativa. Es por esto que nuestro estudio se centró, en una primera etapa, 
en el análisis de las poblaciones celulares y sus perfiles de activación en dichos órganos. Los 
ganglios que drenan la zona de la piel irradiada que fueron seleccionados en este trabajo son 
los ganglios inguinales y los axilares. Las respuestas allí observadas remiten a los efectos 
indirectos de la RUV, pero cercanos al foco de irradiación. Por otro lado, el estudio del bazo 
nos da una idea de efectos también indirectos producidos por la RUV, pero alejados de la 
zona expuesta. 
 
Efectos observados frente a la exposición a una daUV 
 Luego de la exposición de la piel a una daUV se observó un aumento en el porcentaje 
de CDs activadas y otras CPA activadas (LB, por ejemplo) en los ganglios inguinales y 
axilares en concordancia con un aumento en el porcentaje de LTh. Si bien a las 24 horas post-
UV no se vieron cambios en la celularidad total de dichos órganos, a los 8 días se evidenció 
una marcada hiperplasia de los mismos. Probablemente, como consecuencia del daño 
inflamatorio producido en el epitelio, las CDs de la piel (CLs de la epidermis y CDs de la 
dermis) estén censando tanto células alteradas por la irradiación como pequeñas cantidades de 
microorganismos que puedan atravesar el epitelio dañado y estén presentando péptidos 
derivados de las mismas en los órganos linfoides secundarios. Llamativamente, cuando se 
estudió in vitro si los LT de esos órganos linfoides secundarios eran capaces de responder a 
estímulos mitogénicos, si bien no se observaron diferencias estadísticamente significativas, se 
evidenció una tendencia a que a las 24 horas post-UV, los LT presentaran menor capacidad de 
respuesta a ConA. Pese a esto, se cuantificaron en el sobrenadante de cultivo niveles elevados 
de IFN-γ, citoquina involucrada en la diferenciación hacia un perfil de LTh1 y producto del 
mismo. 
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En bazo, si bien no se observaron cambios en el porcentaje de LT a ningún tiempo 
evaluado, los resultados de la estimulación in vitro fueron más marcados. A las 24 horas post-
UV se observó una disminución de la respuesta de proliferación, seguida de un aumento de 
esta capacidad de respuesta a los 8 días post-UV. Sin embargo, no se observaron incrementos 
significativos en ninguna de las citoquinas evaluadas en el sobrenadante de cultivo. Se podría 
postular que los linfocitos del bazo tienen potencialmente menor capacidad de respuesta pero 
que evidentemente, en los tiempos evaluados el entorno celular no se vería igualmente 
afectado como en los ganglios, por lo que no se llega a evidenciar un efecto a nivel sistémico. 
Por otro lado, no se vio modificado el porcentaje de LTγδ en ninguno de los órganos 
estudiados. Posiblemente, la disminución de LTγδ observada en la epidermis no se ve 
compensada por una mayor circulación de estas células entre los órganos linfoides y el 
epitelio.   
El estudio de la exposición de la piel a la RUV y su vínculo con el sistema inmune está 
fuertemente asociado con un impacto negativo sobre la salud. Esto está fundamentado en 
numerosos estudios que demuestran el efecto inmunosupresor de la RUV. La forma en la cual 
se evalúa la inmunosupresión es mediante la prueba de hipersensiblidad por contacto o 
hipersensibilidad retardada. En la misma, ratones expuestos a RUV son sensibilizados con 
haptenos o antígenos y al cabo de 6 días, desafiados con el mismo hapteno o antígeno en una 
zona lejana, no irradiada. Si el ratón fuera capaz de montar una respuesta de novo frente al 
hapteno o bien, montar una respuesta de memoria frente al antígeno, se observaría una 
induración en la zona de desafío como consecuencia del reclutamiento de células 
(principalmente macrófagos, LTc y LTh1). Si el animal se encontrara inmunosuprimido por 
RUV, esta respuesta celular sería menor. Las bases de la inmunosupresión inducida por RUV 
han sido ampliamente estudiadas, describiendo gran cantidad de moléculas y células 
involucradas.  
En el presente trabajo, decidimos estudiar si con las dosis de RUV empleadas se 
observaban los fenómenos previamente descriptos.  
Al igual que lo reportado en bibliografía para otros tipos de exposición a RUV, una 
daUV generó una disminución de la reacción de CHS frente a OXA cuando la sensibilización 
ocurría a las 24 horas post-UV. Esta disminución de la respuesta representó un porcentaje de 
inmunosupresión del 37%. Cabe destacar que, siguiendo el mismo protocolo que el utilizado 
por los demás grupos de investigación, la sensibilización ocurre en una zona no irradiada, por 
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lo que el entorno celular y molecular en el sitio de aplicación difiere del descripto 
previamente. 
En base a los resultados hasta aquí presentados, se podría especular que los ganglios 
drenantes de la piel reciben señales de lo que está ocurriendo en la zona expuesta, 
posiblemente a través de moléculas como citoquinas o quemoquinas (aumento de TNF-α), 
como de células, posiblemente las CDs migrantes. En los ganglios se activa una respuesta 
celular de LT, que presentan un perfil Th1, y posiblemente de LB, observado por el aumento 
de otras CPAs activadas. A los 8 días post-UV, el porcentaje de estos LT vuelve a la 
normalidad, pero en la dermis se observa un denso infiltrado linfocitario y presencia de 
múltiples granulomas. Dentro de ese infiltrado linfocitario podrían estar los LTh1 que, 
mediante la producción de IFN-γ, potenciarían la actividad fagocítica y degradativa de los 
macrófagos reclutados, para favorecer aún más la eliminación de restos celulares dañados. Sin 
embargo, cuando el animal es desafiado con una molécula simple como un hapteno, en un 
sitio que previamente no fue irradiado, posiblemente la respuesta que esté más involucrada 
sea la sistémica mediada por el bazo, lugar en el que observamos que los LT tenían menor 
capacidad de respuesta. 
Por lo expuesto decidimos estudiar qué ocurre si el animal era desafiado no con una 
molécula simple, sino con una molécula más compleja como una proteína. Para ello se eligió 
al toxoide tetánico, una proteína utilizada ampliamente como antígeno vacunal, con la cual se 
desarrollan respuestas muy orientadas a la producción de anticuerpos. Este modelo nos sirvió 
para evaluar la respuesta de la RUV sobre los LB.  
Para ello se desarrolló un modelo en el cual los animales recibieron los mismos 
esquemas de irradiación y a las 24 horas u 8 días post-UV fueron inoculados por única vez 
con el toxoide tetánico por vía subcutánea. A los 21 días post-inoculación, se obtuvo el suero 
y se titularon los anticuerpos específicos. Los ratones expuestos a una única daUV e 
inoculados a las 24 horas presentaron menores títulos de IgG anti-TT. Se observó un leve 
incremento en la producción de IgA específica, aunque por sus funciones biológicas y su bajo 
nivel no alcanza a contrarrestar la disminución en los niveles de IgG. Estos resultados 
coinciden con los observados en la respuesta a CHS. Una daUV disminuye la respuesta 
inmune adaptativa tanto de LB como de LT, cuando el antígeno desafiante es inmunizado en 
una zona no irradiada. Resulta interesante, entonces, rever por lo menos en este trabajo, el 
concepto de inmunosupresión mediada por RUV, ya que un animal puede presentar una 
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respuesta de CHS disminuida y menores títulos de Acs específicos, pero tener una respuesta 
celular en ganglios activada y con perfil pro-inflamatorio. El término que mejor se adaptaría a 
este fenómeno sería el de inmunomodulación mediada por RUV, en el cual se evidencia que 
este tipo de exposición genera una activación de la respuesta innata y suprime levemente parte 
de la respuesta adaptativa.      
 
Efectos observados frente a la exposición a una dbrUV 
La exposición de la piel a dbrUV generó un aumento más rápido de la celularidad en los 
órganos linfoides secundarios. Ya a las 24 horas se observó un aumento en el número de 
células en los ganglios, mientras que en bazo la hiperplasia del órgano se vio recién a los 8 
días post-UV. Es a este tiempo que se evidenció un aumento del porcentaje de LTh en 
ganglios inguinales y en bazo. Llamativamente, el incremento en la población T ocurre en el 
mismo momento en el que se evidencia una disminución del porcentaje de CD totales y 
activadas. Es posible que el flujo migratorio de CD activadas haya ocurrido luego de las 24 
horas post-UV y que a los 8 días estas células se encuentren en un estado de regulación 
negativa (CDs exhaustas), como ha sido descripto para CDs in vitro (Abdi, 2012). Sin 
embargo, ese flujo migratorio de CDs activadas sería suficiente para activar la población T, 
que se observa incrementada a los 8 días post-UV. Los LT no presentaron alterada su 
capacidad de respuesta frente a un estímulo mitogénico y su perfil de activación no difirió de 
lo observado en ratones no irradiados.  
A los 8 días post-UV se observó un aumento del porcentaje de LTγδ tanto en los 
ganglios como en el bazo. Es posible que estos LT contribuyan, a través de la circulación, al 
pool de LT presentes en la epidermis hiperplásica, donde se transcribió en forma temprana el 
quimioatractante de linfocitos CXCL-12. Además, y en concordancia con el aumento de los 
niveles de esta quemoquina en dermis, los LTh podrían dirigirse a la dermis que se encuentra 
en proceso de recuperación. 
Hasta la actualidad, y en nuestro conocimiento, no había ninguna evidencia de que 
dbrUV generaran grandes cambios en el sistema inmune adaptativo. Sin embargo, al realizar 
el ensayo de CHS se observó, sorprendentemente, que los ratones sensibilizados a las 24 
horas post-UV presentaban un incremento de la respuesta. El mismo fenómeno se evidenció si 
la sensibilización ocurría a los 8 días post-UV. Estos aumentos representaron entre un 40 y un 
50 % de “inmunoestimulación”, término en contraposición al de inmunosupresión ya 
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presentado. En este caso, en el bazo de los ratones irradiados se observó a las 24 horas post-
UV un aumento del porcentaje de LTh y una tendencia a un aumento de LTc. Dependiendo 
obviamente de características efectoras de esos LTh, este aumento de LTh refuerza la idea de 
que la respuesta de CHS estaría vinculada a respuestas sistémica. Además, los LTγδ, también 
incrementados en bazo, favorecen las respuestas de CHS (Strzepa et al. 2013). 
Esta potenciación en la respuesta inmune celular específica se ve acompañado de un 
aumento en la respuesta humoral específica, efecto que se evidencia debido a que los ratones 
expuestos a dbrUV e inoculados con el toxoide tetánico a las 24 horas post-UV presentaron 
mayores títulos de IgG específica. En este sentido, la exposición a dbrUV tendría un efecto 
potenciador de la respuesta inmune específica, al menos cuando se emplean modelos en los 
que participan moléculas aisladas, como haptenos (OXA) o proteínas (toxoide tetánica).  
El siguiente desafío consistió en analizar qué ocurría si los animales expuestos a los 
diferentes modelos de irradiación eran desafiados con un microorganismo vivo. Es esperable 
que, en un modelo de infección, se pongan en marcha un abanico más amplio y complejo de 
mecanismos de respuesta inmune tanto innatos como adaptativos. 
 
Evaluación de la respuesta inmune frente a una infección 
El modelo se puso a punto seleccionando las 24 horas como único tiempo de infección 
post-irradiación. Esto se debe a que las principales diferencias observadas en la respuesta 
inmune innata y adaptativa entre ambos modelos aparecen a ese tiempo. Lo primero que se 
tuvo en cuenta en el desarrollo del modelo de infección fue la elección de la vía de 
inoculación del microorganismo. Se encontraba descripto por Malachowa y colaboradores 
(Malachowa et al. 2013) un modelo animal en el cual se empleaba la vía subcutánea como 
forma de ingreso de la bacteria y la misma cepa de ratones utilizada en el presente trabajo de 
tesis (SKH:1). Si bien la vía transcutánea de inmunización hubiese sido la mejor elección, 
resulta sumamente complicada a la hora de estandarizar el proceso. 
 La marca distintiva de las infecciones mediadas por S. aureus es la formación de 
abscesos en la zona de inoculación, es por este motivo que la elección de la cepa bacteriana a 
utilizar se basó en la capacidad de formación de abscesos en ratones no irradiados. Se 
comparó la cepa Newman con la cepa USA-Lac300 y sólo la última fue capaz de formar un 
absceso medible con el inóculo inicial empleado (1x106 UFC/ratón). Por lo tanto, se decidió 
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probar con esta última cepa 2 inóculos más altos (1x107 y 1x108 UFC/ratón), con el fin de 
obtener un 100% de efectividad en la aparición de abscesos. Se realizó el seguimiento de la 
infección mediante la determinación de los niveles de IL-6 alcanzados a las 5 horas p.i., el 
peso de los animales, el tamaño de los abscesos alcanzados diariamente durante el transcurso 
de los 6 días p.i. y el recuento final de bacterias en el absceso y en el bazo a los 6 días p.i., en 
el momento del sacrificio de los animales. El inóculo elegido fue 1x107 UFC/ratón, debido a 
que fue el que generó la menor pérdida de peso en los animales generando abscesos de 
tamaño medible y homogéneo. Como los animales empleados en la puesta a punto no se 
encontraban irradiados, resultó beneficioso que este inóculo no generara diseminación de la 
bacteria a bazo, ya que de esta manera resultaría más fácil evaluar modulaciones de la 
respuesta debidas a la irradiación.     
 
Efectos observados frente a la exposición a una daUV 
De acuerdo a lo descripto anteriormente, al momento de ser inoculados con la bacteria, 
los animales expuestos a una daUV se encontraban con la piel en un claro proceso 
inflamatorio, caracterizado por la producción de citoquinas inflamatorias y quemoquinas, 
principalmente CXCL-1 y CXCL-2, encargadas del reclutamiento de neutrófilos y 
monocitos/macrófagos a la zona irradiada. Como se mencionó anteriormente, los neutrófilos 
participan activamente del proceso de destrucción de S. aureus, su presencia favorece la 
rápida formación de los abscesos y que la bacteria quede contenida en los mismos. Es por esto 
que cuando la bacteria alcanza la dermis profunda, se encuentra con la respuesta inmune 
innata encargada de erradicarla. Esto podría explicar el motivo por el que los ratones 
expuestos a una daUV e inoculados con S. aureus a las 24 horas post-UV fueron capaces de 
realizar un correcto control de la infección. Al momento del sacrificio, en el absceso se 
recuperó una cantidad de bacterias similar a las que fueron inoculadas, y a su vez, similares a 
las obtenidas en los abscesos de los ratones control. Sin embargo, al analizar las citoquinas 
producidas en los homogenatos de los abscesos, si bien no dieron diferencias estadísticamente 
significativas, se observó una tendencia a que haya una menor producción de IL-1β, CXCL-1, 
TNF-α, moléculas involucradas en la respuesta inmune frente al S. aureus. Sería interesante 
evaluar la infección a tiempos aún más tardíos para lograr dilucidar si estas disminuciones de 
las citoquinas se acompañan de la erradicación completa de la bacteria, o bien, si este tipo de 
irradiación genera abscesos más contenidos pero que a largo plazo logra la eliminación total 
del microorganismo y la resolución de la infección más tardíamente. Sorpresivamente no se 
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lograron detectar niveles cuantificables de IL-17 en los homogenatos, ya que se hubiese 
esperado que se encontraran elevados, debido al rol de los neutrófilos en esta infección.  
Por otro lado, en sólo uno de los animales infectados pudo detectarse la presencia de 
bacterias en bazo y pulmón. Esto puede explicarse haciendo referencia a lo mencionado 
anteriormente: la bacteria se encontraría más contenida en el absceso formado. Un dato 
importante a agregar es que estos animales no presentaban cambios en la vasculatura linfática 
ni en la transcripción de VEGF, por lo que no se presentarían nuevos vasos circulatorios que 
sirvan como vías de escape del sitio de infección. Respecto a la activación de la respuesta 
inmune adaptativa, se evidenció una adecuada proliferación específica de LT in vitro, similar 
a la observada en los LT provenientes de ratones normales. Si bien no hubo diferencia 
estadísticamente significativa, estos ratones presentarían LT perfilados hacia una mayor 
producción de IL-10. Estos LT podrían estar involucrados en la tendencia a la disminución de 
la producción de citoquinas pro-inflamatorias en piel. Sin embargo, no se logró cuantificar 
esta citoquina en el homogenato de absceso. Parte de esta respuesta de LTh podría estar 
contribuyendo al aumento de la producción de Acs específicos, en la que ya a los 6 días p.i. se 
pudieron detectar altos título de IgM, pero también altos títulos de IgG anti-S. aureus. Estos 
Acs tienen como principal objetivo opsonizar al microorganismo y favorecer su eliminación 
mediante la activación de la vía clásica del complemento, favorecer la fagocitosis por 
macrófagos y neutrófilos mediante la unión a receptores para Fc presentes en estas células, o 
bien neutralizar algún factor de virulencia presente en la bacteria. 
En el capítulo II se llegó a la conclusión de que los animales expuestos a una daUV 
presentaban un sistema inmune innato activado, con un claro proceso inflamatorio en curso, 
pero con cierto grado de inmunosupresión de la respuesta inmune adaptativa. Estas 
conclusiones fueron alcanzadas mediante el desafío de los animales con moléculas aisladas: 
un hapteno (OXA) y una proteína (toxoide tetánico). Debido a la presencia de 
inmunosupresión, era de esperar que los animales expuestos a este tipo de irradiación 
presenten mayor susceptibilidad a sufrir infecciones. En base a esos resultados, en la etapa 
correspondiente al presente capítulo decidimos desafiar a los animales irradiados con un 
microorganismo capaz de generar infecciones cutáneas como es S. aureus. El grado de 
complejidad molecular de un microorganismo difiere enormemente en comparación con las 
moléculas previamente mencionadas. De esta forma, se activan en el animal mecanismos de 
defensa tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa en simultáneo y frente a una gran 
variedad de moléculas con características bioquímicas muy diversas. A pesar que en el 
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modelo utilizado la bacteria fue inoculada por vía subcutánea, evitando los mecanismos 
inflamatorios montados en la epidermis y en parte de la dermis (limitación propia del 
modelo), la respuesta innata ya presente en la piel irradiada más la desencadenada por la 
bacteria per se fueron suficientes para controlar la infección, por lo menos durante el tiempo 
estudiado. Finalmente, aunque los ratones irradiados con una daUV presentaban cierto gado 
de inmunosupresión sistémica frente a moléculas aisladas, cuando el desafío antigénico es 
complejo son capaces de montar una respuesta adaptativa mayor que los animales control. 
Sería necesario evaluar que ocurre con la etapa de resolución de la infección, para poder 
establecer si continua participando o no la respuesta innata en el control de la infección y 
cuánto se pone en juego la respuesta adaptativa que comenzó a evidenciarse.   
 
Efectos observados frente a la exposición a dbrUV 
Como fue mencionado anteriormente, a las 24 horas de la última irradiación con dbrUV 
la epidermis de los ratones se encontraba engrosada, con una clara hiperplasia como un 
posible signo de fotoadaptación. Es probable que si la bacteria hubiese sido inoculada por vía 
transcutánea no lograra atravesar el epitelio, salvo que presentara alguna herida. Previamente 
habíamos descripto a la piel de estos animales en estado de fotoalerta, con el potencial de 
producir diferentes mediadores inflamatorios sin ser detectado ninguno de ellos. Al ingresar la 
bacteria por vía subcutánea, no encuentra a la piel en estado inflamatorio como ocurría en el 
modelo anterior. Es decir, no hay presencia de moléculas pro-inflamatorias formadas ni 
neutrófilos infiltrando la dermis previamente a la infección. Aun así, el sistema inmune activa 
la respuesta innata, pero es posible que esa activación sea más tardía en el tiempo que la 
observada para el grupo de daUV ya que los abscesos formados fueron más grandes y 
heterogéneos, con una tendencia a recuperar un mayor número de bacterias al día del 
sacrificio. En el absceso se estaban produciendo, en forma similar a lo que ocurre en los 
abscesos de los ratones control, grandes cantidades de citoquinas y quemoquinas 
principalmente IL-6, IL-1β, TNF-α y CXCL-1. 
A pesar de establecer una respuesta inflamatoria similar a los animales control, en los 
animales expuestos a dbrUV se evidenció un aumento de la vasculatura linfática y mayores 
niveles de transcripción de VEGF-α en el instante previo a la infección. Esto, sumado a que 
no había una respuesta inflamatoria al momento de la inoculación, podría favorecer el escape 
de la bacteria del sitio de inoculación y explicar su diseminación al bazo (5 de 6 animales) y 
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pulmones de los ratones (3 de 6 animales). En este contexto, y teniendo en cuenta que parte de 
las bacterias inoculadas diseminaron y aun así encontramos una tendencia a que el número de 
las mismas en el absceso aumente, podríamos decir que la bacteria no estaría siendo 
eficazmente eliminada. Al verse favorecida la diseminación a bazo, resulta justificable 
encontrar una mayor respuesta de LT específicos para S. aureus, ya que la bacteria se 
encontraba directamente presente en el órgano linfoide, donde sus antígenos serán 
presentados a LT. Si bien se observó sólo una tendencia a que fuera el grupo que produjera 
mayores niveles de IFN-γ por parte de los linfocitos estimulados, es el único grupo en el que 
pudieron detectarse niveles cuantificables de IL-4. Quizás, el balance de citoquinas particular 
de este grupo de animales es el que trajo como resultado que se produjeran altos títulos de 
IgM anti-S.aureus y no así de IgG específica, o bien, que la cinética de aparición de IgG sea 
más lenta. 
En el capítulo II concluimos que los animales expuestos a dbrUV se encontraban en un 
estado de fotoalerta. Sobre la base de este concepto se podría decir que, frente al desafío con 
algún agente extraño, el sistema inmune innato debiera ser capaz de montar una respuesta 
efectiva. Sin embargo, a los 6 días p.i. la bacteria continúa replicándose activamente en el 
absceso, a pesar de estar produciéndose en el tejido mediadores inflamatorios. Aun así, el 
sistema inmune adaptativo ya puso en marcha una respuesta celular y humoral con el fin de 
combatir la infección. En este sentido, sigue siendo fundamental el estudio a tiempos más 
largos, con el objetivo de evaluar la etapa de resolución de la infección, para poder terminar 
de comprender si el sistema inmune adaptativo va a contribuir a erradicar la bacteria del 
absceso, del bazo y los pulmones, o si la bacteria puso en marcha mecanismos de evasión del 
sistema inmune que impidan la correcta eliminación de la misma. Es por esto que si bien en el 
capítulo anterior se hizo hincapié en el efecto inmunoestimulante de la exposición a dbrUV 
frente a moléculas aisladas, cuando se realiza un desafío complejo como lo es una bacteria, 
los resultados no son los esperables. Esto refuerza la idea de que es imposible 
compartimentalizar la respuesta inmune y que hay que analizarla en forma integrada y en el 
contexto adecuado.     
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Desde hace varios años, el interés por el estudio de los efectos de la exposición de los 
seres humanos a la RUV se incrementó notablemente. La RUV es considerada el principal 
carcinógeno ambiental, y de esta manera, se le han asociado mayoritariamente efectos 
negativos sobre la salud. Sin embargo, más recientemente, algunos autores destacan la 
presencia de efectos benéficos en individuos expuestos a la luz UV. Esta dualidad de los 
efectos de la radiación sobre la salud humana es motivo de debate en ámbitos vinculados a la 
Salud Pública, como el de la Organización Mundial de la Salud 
(http://www.who.int/uv/health/en/).  
Sobre la base de estos conocimientos es que en este trabajo de tesis se estudiaron los 
efectos de la exposición cutánea a la RUV sobre el sistema inmune y más específicamente, se 
compararon dos formas de exposición diferentes: una única exposición aguda a una daUV 
versus dbrUV. En ambos casos se evaluaron los efectos sobre distintos parámetros del sistema 
inmune específico de la piel y sistémico. 
La exposición de la piel a una daUV desencadena efectos deletéreos sobre las células 
expuestas, produciendo alteraciones en la citoarquitectura del epitelio que se caracterizan por 
una rápida pérdida de la integridad del mismo y una disminución del número de LT 
intraepiteliales, fenómenos que impactan directamente en la función de la piel como barrera 
protectora. Al mismo tiempo se genera un marcado estado inflamatorio caracterizado por la 
presencia de citoquinas pro-inflamatorias y moléculas quimioatractantes de monocitos y 
neutrófilos, tanto en epidermis como en dermis, células que finalmente se hacen presentes a 
las pocas horas de dicha irradiación. A su vez, se observa un aumento de la transcripción de 
receptores TLR-2 y TLR-4 en los queratinocitos expuestos y un aumento en la transcripción 
de ciertos péptidos antimicrobianos. Ambos procesos podrían estar relacionados y vinculados 
a la pérdida de la función de barrera protectora del epitelio. Si bien con el tiempo la epidermis 
comienza a regenerarse, los queratinocitos proliferantes no presentan un óptimo estado 
metabólico y no se logra repoblar el epitelio de linfocitos.  
Mientras en la piel se manifiestan los mecanismos inflamatorios previamente descriptos, 
en los ganglios drenantes se observa un mayor número de CDs activadas que posiblemente 
estén presentando péptidos producto de la destrucción epitelial, o bien, provenientes de 
microorganismos que normalmente no se encuentran presentes en ciertas zonas del epitelio y 
que, bajo estas circunstancias, sí lo están. Este aumento se acompaña de un mayor porcentaje 
de LTh1, los cuales podrían retornar a la piel para potenciar la actividad microbicida de los 
macrófagos. Sin embargo, estos fenómenos no se observan a nivel sistémico ya que en el bazo 
se evidencia una disminución de la capacidad de respuesta de los LT, fenómeno que podría 
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estar relacionado con la menor respuesta de CHS a OXA y con una menor colaboración B-T, 
lo que impactaría en menores títulos de Acs anti-TT.   
La exposición a una daUV estaría, por un lado, potenciando la respuesta inmune innata 
en la piel, y por el otro, otorgando cierto grado de inmunosupresión sistémica. Como 
consecuencia, se esperaría encontrar una mayor susceptibilidad a contraer infecciones.    
Al evaluar cómo se modifica la respuesta inmune frente a un microorganismo en 
animales expuestos a una daUV, se observa que en el momento en que S. aureus ingresa en el 
tejido subcutáneo se encuentra con la presencia de numerosas moléculas y células 
inflamatorias producidas como consecuencia de la exposición a la RUV. De esta manera, la 
bacteria es rápidamente contenida gracias a la formación de los abscesos y es prácticamente 
incapaz de diseminar. La presencia de Acs específicos podría ser otro factor que contribuya a 
la erradicación de la bacteria.        
Frente a la presencia de un microorganismo, el posible efecto inmunosupresor 
desencadenado por la RUV se torna despreciable respecto de la activación de la respuesta 
innata generada. Esto se debe a que la bacteria aporta una complejidad mucho mayor que una 
proteína y aun mucho mayor que un hapteno.  
 
Por otro lado, la exposición de la piel a dbrUV llevaría al desencadenamiento del 
fenómeno de fotoadaptación, caracterizado por la hiperproliferación del epitelio que tiene 
como fin disminuir los efectos producidos por futuras exposiciones nocivas. La piel se 
encuentra en un estado que denominamos “Fotoalerta”, en el cual el epitelio presenta la 
capacidad potencial de sintetizar mediadores inflamatorios (citoquinas, quemoquinas, 
péptidos antimicrobianos) pero que, en ausencia de un desafío, se autorregularía evitando su 
producción. En la piel de los ratones expuestos a dbrUV no se evidencian signos de 
inflamación. Uno de los fenómenos más importantes observados radica en el aumento de la 
vasculatura linfática y en la transcripción de VEGF-α, ya que de esta manera se potencia la 
conexión y el flujo de mediadores de la respuesta inmune entre el sistema inmune innato y el 
adaptativo.  
Al focalizar el estudio en el sistema inmune adaptativo, sorprendentemente encontramos 
que la exposición a dbrUV presenta un efecto inmunoestimulante, caracterizado por un 
aumento de la respuesta de CHS frente a OXA y mayores títulos de Acs anti-TT. En este 
trabajo de tesis se describe por primera vez el aumento de la respuesta a CHS en animales 
irradiados con RUV.   
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De esta manera, dbrUV tendrían un efecto muy marcado a nivel de la integridad del 
epitelio, sin grandes cambios en la respuesta inmune innata y un efecto marcado en la 
potenciación de la respuesta inmune adaptativa.  
Al realizarse el desafío con S. aureus, si bien el epitelio se encuentra en estado de 
fotoalerta, por lo que podría responder rápidamente produciendo mediadores inflamatorios 
que culminen en la formación del absceso, la infección evoluciona desfavorablemente. Esto 
puede deberse a que al realizar la infección directamente en el tejido subcutáneo la respuesta 
epitelial no interviene. En este modelo, la bacteria no sólo no se encuentra con una respuesta 
inflamatoria pre-establecida, como ocurría en los animales expuestos a daUV, sino que se 
encuentra con una vasculatura incrementada, favoreciendo de esta forma su diseminación por 
vía sistémica. Al llegar al bazo, podría potenciar la respuesta celular específica por activación 
de LT. Sin embargo, al día del sacrificio se observa una tendencia a que el número de 
bacterias en el absceso aumente, por lo que estos LT no ayudarían en la resolución de la 
infección, por lo menos tempranamente. 
Si bien las dbrUV parecieran tener un efecto inmunoestimulante, al enfrentarse con un 
microorganismo, la falta de respuesta inmune innata previamente montada condiciona el 
desarrollo de la infección.  
Ambos tipos de exposiciones a RUV son capaces de modular la respuesta inmune, tanto 
innata como adaptativa, desencadenando efectos tanto nocivos como benéficos para la salud. 
El hecho de que predomine uno u otro efecto va a depender de múltiples factores que van más 
allá de la propia irradiación pero que son condicionados por la misma. Sin embargo, no 
pueden sacarse conclusiones generalizadas, sino que debiera estudiarse cada caso en 
particular.  
El ejemplo de infección con un microorganismo es un caso que puede darse en 
cualquier circunstancia de la vida y el tipo de respuesta que se module con la irradiación va a 
depender de la vía de entrada y de la naturaleza del microorganismo (bacteria, virus, hongo), 
entre otros factores. Resulta sumamente interesante estudiar diferentes modelos de infección 
cutánea por diferentes microorganismos y evaluar si la exposición a ambos tipos de RUV 
modifica la resolución de la misma.  
Lo mismo ocurre en el caso de desafíos inmunológicos con moléculas aisladas, como 
proteínas o hidratos de carbono. Teniendo en cuenta la exposición voluntaria a diferentes 
vacunas a lo largo de la vida, la modificación de la respuesta a cada una de ellas por acción de 
la RUV va a depender de su naturaleza antigénica y de otros factores como el número de dosis 
recibidas, el tiempo transcurrido entre las mismas, la vía de entrada, entre otras. Este trabajo 
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constituye la piedra angular para el estudio de los efectos de ambos tipos de exposiciones 
sobre la respuesta a diferentes vacunas, para evaluar cómo la exposición a la RUV afecta la 
respuesta a cada una de ellas dependiendo de si la exposición a la RUV potencia o no la 
respuesta inmune. De esta manera, se podría establecer un momento particular del año para 
que la vacunación sea más efectiva. 
Los resultados presentados en esta Tesis demuestran por primera vez que el tipo de 
exposición a la radiación UV afecta de manera diferencial el funcionamiento del sistema 
inmune y abre un nuevo campo de estudios en el área de la fotoinmunología. 
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La piel es el órgano más extenso del organismo, recubre la totalidad de la superficie 
corporal y, de esta manera, se encuentra constantemente expuesta a diversos estímulos 
físicos, químicos y biológicos. La piel está formada por un epitelio llamado epidermis, 
conformado principalmente por queratinocitos, y un tejido conectivo subyacente llamado 
dermis. A lo largo de todo el tejido se encuentran presentes diferentes células y moléculas  
que forman el denominado Sistema Inmune Cutáneo (SIC), que interconecta la piel con 
diferentes epitelios, a través del sistema linfático. La epidermis se encuentra naturalmente 
expuesto a la luz solar, y las radiaciones Ultravioleta (RUV) contenidas en ella, las cuales 
son capaces de desencadenar distintos efectos, tanto en las células cutáneas como en la 
microflora. A su vez, la epidermis se encuentra en permanente contacto con 
microorganismos y ha desarrollado métodos específicos para cumplir con una función de 
barrera, manteniendo al organismo libre de infecciones. 
La exposición de la piel a la RUV es capaz de desencadenar efectos tanto benéficos 
como nocivos para la salud. El equilibrio entre los mediadores producidos luego de la 
irradiación, debido a las características de la exposición, puede ser lo que determina el 
efecto final de la exposición a la RUV sobre el sistema inmune. Es por esto que en el 
presente trabajo de tesis se propuso el estudio de cómo la exposición de la piel a diferentes 
dosis de RUV afecta el funcionamiento del sistema inmune. Se planteó abordar un enfoque 
novedoso y particular de la mencionada problemática, teniendo en cuenta la realidad de la 
exposición humana a dosis bajas y repetitivas de RUV, al estar expuesto de forma casual en 
el día a día de una persona, cuyos efectos sobre el sistema inmune no se encuentran tan 
claramente descriptos, y compararlos con los producidos por dosis elevadas y/o crónicas en 
el tiempo, como ocurre al estar expuestos de forma prolongada en los casos de trabajadores 
normalmente expuestos, o en períodos de vacaciones. Se estudió el efecto de la RUV sobre 
la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa, abarcando mecanismos 
celulares y humorales de ambas respuestas, y se evaluó la respuesta inmune global frente a 
una infección. 
Una única dosis alta de RUV (daUV) generó un daño severo al epitelio, llevando a 
una pérdida de la integridad del mismo, alterando su función de barrera protectora. A su 
vez, esta exposición a la RUV desencadenó un estado de inflamación local caracterizado 
por la presencia de citoquinas y quemoquinas inflamatorias y por el reclutamiento de 
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polimorfonucleares y monocitos al sitio afectado. En cuanto al impacto sobre el sistema 
inmune adaptativo, una daUV promueve cierto grado de inmunosupresión sistémica, tanto 
de LT como de LB, evidenciada por una disminución en la respuesta de hipersensibilidad a 
oxazolona (LT) y en la producción de menores títulos de anticuerpos específicos contra el 
toxoide tetánico (LB). Por lo tanto, una única daUV genera un estado inflamatorio local 
acompañado de una inmunosupresión sistémica. Sobre la base de estos resultados es que se 
decidió estudiar el efecto de la irradiación sobre un modelo de infección por S. aureus. Los 
animales infectados 24 hs  luego de la exposición a una daUV fueron capaces de controlar 
la infección al igual que los ratones no irradiados (control). Esto podría deberse a que en el 
momento de la infección, la bacteria se encontraría con un entorno inflamatorio pre-
existente en la piel, colaborando así con la formación rápida del absceso y conteniendo 
mejor a la bacteria. A su vez, los animales expuestos a RUV generaron una mayor 
producción de anticuerpos específicos. De esta manera, se puede concluir que la 
inmunosupresión generada por la exposición a una daUV no afecta significativamente la 
respuesta contra la infección por S. aureus. A pesar de disminuir las respuestas T y B en el 
contexto de respuestas aisladas (oxazolona y toxoide tetánico), en un contexto de múltiples 
estímulos la respuesta no se ve afectada por la dosis de radiación. 
Al realizar el estudio de la exposición de la piel a dosis bajas y repetitivas de RUV 
(dbrUV), se observó un incremento en el grosor de la epidermis, característico del proceso 
de fotoadaptación. Sin embargo, a diferencia de lo observado en el modelo de daUV, no se 
evidenció inflamación en el tejido, sólo un aumento de la transcripción de péptidos 
antimicrobianos. Llamativamente, dbrUV aumentaron la vascularización de la zona 
irradiada, evidenciado por linfoangiografía y niveles significativamente mayores de 
transcripción de VEGF-α. Al evaluar el impacto sobre el sistema inmune adaptativo, la 
exposición a dbrUV generó un estado de inmunoestimulación, ya que se observaron 
mayores respuestas T y B específicas, al encontrarse un incremento de la respuesta de CHS 
a oxazolona y mayores títulos de Acs anti-toxoide tetánico. Finalmente, cuando estos 
ratones fueron infectados con S. aureus a las 24 hs de la última dosis de RUV, los abscesos 
formados fueron más heterogéneos y la bacteria logró diseminar hacia órganos internos, 
probablemente debido a la mayor cantidad de vasos sanguíneos encontrados. La presencia 
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de S. aureus activó una respuesta de LT orientada hacia un perfil Th2, evidenciada por un 
aumento de la secreción de IL-4. 
Ambos tipos de exposiciones a la RUV son capaces de modular la respuesta inmune, 
ya sea potenciando la respuesta innata y suprimiendo la adaptativa o viceversa. En ambos 
casos, los efectos finales observados pueden ser tanto benéficos como nocivos, lo que 
también dependerá de la situación particular de cada individuo expuesto. Estos resultados 
aportan nueva evidencia a la discusión establecida del uso de protección solar total y tienen 
relevancia en el diseño de nuevas estrategias de fotoprotección y fototerapia. 
 
